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I N T R O D U C T I O N  

.ce=--- 

L'étude chimique des molécules ,zlucidiques f a i t  intervenir un grand 

nombre de technicpes part iculières qui permettent d e  déterminer successivement 

l eur  composition en oses t. G l e u  s t r u c h ~ ,  c:es I-à-di~e,  essentiellement, 

l e  mode d'enchafnement des oses e t  l e s  points d'attache des l iaisons osidiques. 

L'étude de l a  composition en oses d'un oside e s t  importante pour 

connaftre la nature des oses comlituants e t  leurs proportions molaires, m a i s  

e l l e  ne fourni t  aucun rens5ignemsnt sur  l a  fome e t  su r  l a  complexité de la 

molécule, a ins i  que sur ses s i t e s  "actifs".  O r  il s ' a g i t  121 de l 'étude l a  plus 

importante, puisqurelle perme% a d  préciser l e  " i rawent  structurai" qui e s t  

l e  siège des ac t iv i t és  biolog5ques de la mo1éc;ile. Ainsi, KTJHN ( 1 )  a démontré 

que seule l a  l ia ison diholosidique P-galactosido-l ,4--N-scétylglucosamIne é t a i t  

responsable de l 'act i t- i té  Lactobacillus bifidus des polyosides du lait de Femme, 

bénéfique dans l a  prévm tion des syndr3;res int rstinaux du Nourrisson. La c o d s -  

aance de la structure exacte de ces polyosides permet, en outre, d'envisager, 

leur synthèse e t ,  dans un proclle avenir, l a  "na te rn i~a t ion '~  du l a i t  de Vache. 

De menne, l e s  travaux de STAUB e t  TINELLI ( 2 j  e t  de HEIDELBERGER (3)  
ont permis de préciser que l a  spécif ic i té  im:irnolr,gique des polysaccharides des 

Pneumocoques é t a i t  l i é z  à certaines séq~encss  osiziques comme, par exemple, l a  
1 4  liai son acide glycuronicpe --a glucose, spécifique du Pneumocoque III . Ces 

travaux ont conduit à l a  préparution de veccins synthétiques. 

Outre l ' in té re t  p u m e n t  chimiqùe de ces études structurales,  on 

imagine aisdment l1ircporJi~ice f a n d a e ~ t d e  de ce3 recherches dans l t in terpré-  

tat ion de f a i t s  biologiques, phjsiolog5qxns ou path-3logiques e t  dans certaines 

applications thérapeuti ques , car  l e s  recherches en matière de structures 

moléculaires sont essentiellemerit fondées sir l e  principe suivant : il ex is te  

une re la t ion é t ro i te  entre la  s tmzture  d'une rcolé~ule e t  son act iv i té  biologique, 

physiologique, pathologique ou thérapui.iqv-e . 



D'un point de vue purement technique, on peut admettre que, 

actuellement, l e s  méthodes de détermination de l a  composition en oses des osides 

sont sat isfaisantes.  Au contraire, l e s  recherches sur l a  structure des molécules 

glucidiques se heurtent encore à de nombreuses diff icultés.  En outre, lTappli-  

cation des méchodes modernes d'analyse, f ines  e t  sensibles, a mis en évidence 

l e s  imperfections des procédés anciens d 'exploration de l a  structure des 

glucides qu' i l  faut donc améliorer. E l le  a permis l 'éclosion de nouvelles 

méthodos qui sont encore au stade des premiers balbutiements du point de vue 

de la réalisat ion.  C'est a ins i  que l e s  procédés de perméthylation des glucides 

ont révélé leurs imperfections dès 1 ' application de l a  chromatographie sur  

papier e t  de l a  chromatographie en phase gazeuse. Actuellment, on recherche 

encore un procédé de perméthylation to ta le  e t  une méthode d ' identif ication e t  

de dosage des oses ~ é t h y l é s  sat isfaisante . 
C'est pourquoi, nous nous sommes proposé de f a i r e  l e  point de cette 

questitn importante de l a  perméthylation des glucides, puisqulelle seule 

permet de préciser le8 points d'attaches des l iaisons osidiques. Nous ferons 

part de notre expérience en l a  matiére e t  nous apporterons notre modeste 

contribution de comment aires. 

Nous ferons précéder cet te  étude par un bref rappel de notions 

fondamentales en matière de chimie e t  de structure des glucides. 



G E N E R A L I T E S  



QUELQUES NOTIONS FONDAMERTAUS SUR LA, CHLYIE ET 

SUR LA STRUCTURE DES OSES ET DES OSIDES 

Les glucides ou hydrates de carbone sont divises en deux groupes : 

l e s  oses (ou glucides simples) e t  l e s  osides qui sont  des polymères d30ses 

(holosides quand l a  molécule e s t  constituée uniquement d'oses ; hétérosides, 

si l e  glucide e s t  associé à ur- groupement non-glucidique appelé : aglycone). 

La déf in i t ion  classique des oses e s t  l a  suivante : l e s  oses sont 

des glucides simples, réducteurs, possédant une fonction carbonyle - aldelydique 

ou cétonique - e t  plusieurs fonctions alcooliques. Les oses sont  donc, du point 

de vue chimique, des ltpolyol-aJslt ou aldoses, ou des flpolyol-ones" ou cétoses. 

Le nombre des carbones de l a  chaîne peut var ier  de 3 à 9, bien que l e s  p lus  

répandus dans l a  nature ccmportent 5 carbones (aldo- ou c é t ~ ~ e n t o s e s )  ou 6 

carbones (aldo- ou cétohexoses) . Les propriétés e s sen t i e l l e s  de ces composds e t  

de l eu r s  polymères - l e s  osides - seront  donc supportées par  l e s  fcnctions 

alcooliques d'une pa r t  e t  par  l a  fonction aldéhydique - ou cétonique - d'autre 

part 

Les osides r é su l t en t  de l a  condensation de molécules d'oses, unies 

l e s  unes aux autres  par des l i a i sons  osidiques qui fon t  in terveni r  l a  fonction 

réductr ice de l 'ose .  Suivant l e  nombre de molécules d'oses associées, on 

distingue l e s  oligosides de f a i b l e  poids moléculaire e t  l e s  polyosides (ou - 
polysaccharides) de poids moléculaire élevé. 

Nous envisagerons successivement : 

1- l e s  formules e t  l e s  propriétés  chimiques e s sen t i e l l e s  des oses. 

2- l e s  propriétés  e t  l e s  méthodes de dé teminat ion  de l a  s t ruc ture  des 

osides. 

1 - FORMULES ET PROPRLETES CHINIQUES DES OSES 

La connaissance de l a  structure exacte des oses permet, seule, de 

comprendre certaines des propriétés  chimiques par t icu l iè res  à c e t t e  classe 

de composés. . 



A - LES FOIiMULES DES OSES 
-A-------- --------- 

1 O - Formules l inéaires 

La première fomule d'un ose ( l e  glucose) fu t  l inéaire  (FITTIG e t  

BAZYER) (4) (figure 1 a ) . Elle  rendait compte, par  s a  fonction aldéhydique, 

des propriétés réductrices des oses, de l a  formation d'oximes (en présence 

dthydroxylamine) ou de ce l le  des hydrazones (en présence de phénylhydrazine), 

e t ,  pa r  ses foncticns alcooliques, de l a  formation de dérivés de substitution 

acétylés , benzoylés ou méthylés . La réduction du glucose en iodohexane normal, 

par l ' ac t ion de l 'acide iodhydrique, confirmait l 'existence d'une chaîne 

l inéaire  non ramifiée. 

2 O  - Formules cycliques 

Cependant, dès 1882, TOLLENS (5)  avait observé que certaines des 

propriétés classiques ue l a  fonction aldéhydique, comme l'oxydation spontanée 

à l ' a i r  ou l a  recoloration de l a  fuschine bisulf i tée ,  ne pouvaient ê t re  mises 

en évidence chez l e  glucose. Aussi proposa-t-il une nouvelle fomule, d i t e  

formule cyclique semi-acétalique de TOUBATS (figure 1 c ) à laquelle il parvenait 

par l l interm&iaire de l a  forme dcétalique: une déshydratation s'effectuant 

entre l ' un  des hydrogènes de l'hydrate d'aldéhyde e t  un groupe alcoolique de 

l a  chaîne donnait l ieu  à l a  formation dtun pont osydique entre l e  carbone 1 e t  

l e  carbone 4 ou 5 de l a  chaîne. L a  conception de ce t te  formule cyclique était  

en accord avec l e s  valeurs élevées du pouvoir rota toi re  des oses, voisins de 

celui  des lactnnes des acides aldoniques correspondants e t  plus élevées que 
I 

? celui  des acides aldoniques ou des polyols que 1' on obtient pax oxydation ou . 

par réduction des oses e t  dont l e  formule es t  l inéaire.  En outre, tenant compte 

de l a  s t a b i l i t é  des cycles pentagonaux e t  de l a  formation aisée des lactones 

1-4, TOLLENS supposa que l a  déshydratation in téressai t  l e  carbone 4 e t  conduisait . 
à une formulet'furanniquetq des oses (figure 1 c ). Mais l e s  études de méthylation 

des oses ont permis de préciser que l a  forme "stablett de tous l e s  oses l i b r e s  

e t  de l a  plupart des oses copbinés se  présentait sous l a  forme "pyrannique" - 
l e  pont oxydique re l iant  l e s  carbones 1 e t  5 (figure 1 d ). 
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Fornule des oses . Cas par t i cu l i e r  du glucose 



La forme furannique, qui possède un pont oxydique entre l e s  

carbones 1 e t  4, n'existe que dans certains osides. Un p rmie r  exemple en e s t  

fourni par l e  saccharose où l e  fructose e s t  sous l a  fome furannique. Un autre 

exemple e s t  donné par l e  I f  Y -méthylglucoside" de FISCHER, qui coexiste avec 

l e s  d, e t  p-méthylpyrannoglucosides (figure 6 , page 1 2 ) , après l 'act ion du 

méthanol-chlorhydrique sur le  glucose . Ce composé es t  hydrolysé plus a i s h e n t  

par l e s  acides dilués que l e s  d e t  e-méthylglucosides. Zn outre, son pouvoir 

rotatoire es t  lévogyre, tandis que l e s  isomèresd e t  p sont dextrogyres e t  sa 

rksis tance à 1' hydrolyse sous 1 'action des enzymes (émulsine e t  invertine) e s t  

plus grande. Des expériences de méthylation ont permis de démontrer qu ' i l  

s ' agissait  d 'une f orne combinée furannique du glucose. 

3 O  - Formules stériques 

La formule cyclique de TOLLENS ne t i en t  cependant pas compte de l a  

configuration spat ia le  des molécules. Grâce aux nombreux travaux réal isés  par 

l 'école de HAWORTH sur l a  structure des oses e t  des osides, l e s  formules stériques 

de HAWORTH ont ccnduit à une meilleure représentation de l a  molécule des oses. 

Dans ces foxmules, l e s  atomes dthydro&ne e t  l e s  fonctions hydroxyles sont 

disposés par rapport au plan du cycle pyrannique ou furannique de l 'ose. Ces 

dispositions permettent d1 expliquer l e s  iwméries "bateau" (figure 1 g, page 5)  

e t  "chaise1' (figure 1 h, page 5) que 1 'on renmntre chez l e s  oses. 

B - QUELQUES PROPRIETES CHINIQITES INl?ORTAETTZS DES OSES ------- ---- - -------- ---- ---------- -- 
Les propriétés chimiques des oses sont l i ées ,  d'une par t ,  à l a  pré- 

sence de l a  fonction carbonyle e t ,  d 'autre part ,  à l a  présence des fonctions 

alcooliques. Nous limiterons notre description aux seules propriétés qui 

interviennent dans l e s  procédés de détermination de l a  structure des glucides. 

1 - OXYDATION DES OSES 
, 

Par la présence dans l eur  molécule des fonctions aldéhydiques ou 

cétoniques, l e s  oses possèdent des propriétés réductrices. Ils sont, en parti- 

cul ier ,  oxydés en milieu alcalin par l e s  se l s  de cuivre, de bismuth e t  de mercure 

e t  ces réactions sont classiquement appliquées dans l a  recherche e t  l e  dosage 

des oses e t  des osides réducteurs. Dans ce cas, l'oxydation e s t  brutale e t  



s'accompagne d'une rupture de l a  chaîne carbonée avec formation d 'acides 

d ivers ,  corne l ' a c ide  lac t ique ,  l ' a c ide  t a r t r i q u e  ou glycérique. 

A c a t é  de ces  réact ions d'oxydation incontralables  e t ,  p r  corséquent, 

in in te rpré tab les ,  ex is ten t  des réact ions sé l ec t ives  dont l ' appl ica t ion  apporte 

des renseignements précieux s u r  l a  s t ruc ture  des  oses e t  des osides.  Il s ' a g i t  

de l 'oxydation par  l ' i o d e  ou par  l e  brome, d'une par t ,  de l 'oxydation par  

1 'acide periodique, d ' au t r e  pa r t .  

I 
a - Oxydation des oses en acides aldoniques 

L'iode ou l e  brome, en milieu a l c a l i n  (soude, carbonate de soude ou 

carbonate de calcium) oxyde l e s  aldoses en acides aldoniques ( f igure  2) (*). 
P. 

CHO 

c 
en milieu a l c a l i n  

Ç OOH 

Acide aldonique 

F i g u r e  2 

Oxydation des aldoses en acides aldoniques 

Cet te  propr ié té  e s t  mise à p m f i t  dans l ' i d e n t i f i c a t i o n  de llmpe 

terminal d f  une molécule d 'oside (voi r  page 25 ) . 

b - Oxydation des oses pa r  l ' a c ide  periodique 

On sait, depuis l e s  travaux de MALAPW ( 6 ) ,  que l ' a c ide  periodique 

oxyde l e s  fonct ions &-glycols e t  l e s  fonctions 4-aminc-alcools en fonct ions 

aldéhydiques en l i bé ran t  par fo is  de l ' a c i d e  formique ou du formaldéhyde, suivant 

l e s  modalités de l a  f i gu re  3 (page 8) . 

(*) - Il e s t  in té ressant  de no t e r  que l e s  cé toses  ne sont pas oxydés dans 
ces  conditions. En outre,  une oxydation plus bru ta le  par  l ' a c ide  
amt ique  s e  porte ,  à l a  f o i s ,  s u r  l a  f a c t i o n  réductr ice e t  s u r  l a  
fonct ion alcoolique primaire e t  donne des  acides aldariques. Enfin,  
1 'oxydation des méthylosides conduit aux acides u r o n i w  qui conservent 
l a  fonct ion carbonyle e t  des propriétés  r é d u c t r i c e s 7  



CHOH 
I 

+ 1  I O K  
4 

1 HCOOH , 

'HO + H20 ((ou 5) 
CHO 

Nodal i t é s  de 1 ' action de 1' acide periodique 

sur l e s  fonctions d-g lycols  (ou 4 - d o -  

alcools)  



La fonction réductr ice libre des oses e s t  oxydée en acide 

formique si l e s  carbones voisins portent une fonction alcoolique e t  l ' o s e  s e  

comporta a lo r s  comme un polyol-al l i n é a i r e  (f igure 5 a ; page 10). Au contraire ,  

dans l e  cas des osides, l a  fonction réductrice protégée n ' e s t  pas oxydée e t  

l ' o se  s e  comporte comme un dérivé cyclique (f igure 5 b ) donnant naissance 

à un polyaldéhyde. On voit donc, que l e  calcul  du nombre de molécules d''acide 

periodique consommées e t  l ' i d e n t i f i c a t i o n  e t  l e  dosage du formalddhyde e t  de 

1 ' acide formique l ibé rés  apporten t des informations intéressantes su r  l a  f onnule 

des glucides. 

2 - REDUCTION DES OSES 

La réduction de l a  fonction carbonyle d'un ose (par  l e  borohydrure 
'i 

de sodium ou de potassiwi, en général) conduit à un polyol dans l e  cas d'un 

aldose e t  à deux polyols isomkres dans l e  cas d'un cétose (figure 4 ). Les polyols 

sont désignés par  l e  suf f ixe  i t o l  ( EX: g luc i to i ,  mannitol). 

CH20H 
BH4K 1 
--+ H - C - O H  

I 
( ~ H o H ) ~  

F i g u r e  4 

Réduction d'un aldose e t  d'un cétose er polyols 

Cette propr ié té  e s t  mise à p r o f i t  dans l ' i den t i f i ca t ion  de l ' o s e  

terminal d 'un oside (voir page 25 ) . 

3 - REACTIOKS DE COhiENSATION 

Les oses sont capables de s e  condenser airec &e nombreuses substances, 

s o i t  par  leur  fonction réductr ice,  s o i t  par  l e u m f m c t i o n s  alcooliques. 



CHO 
I 

ose - 
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HCOOH 

HCOOH 

HCOOH 

HCOOH 

HCOOH 

HCHO 

I 

1 
H - C  

I 
CH20H 

Oxydation d'un hexose (a) e t  d'un oside (b)  

par 1 acide periodique 



Nous nous bornerons à c i t e r  - ca r  e l l e s  n ' o f f r en t  qu'un i n t é r ê t  r e s t r e i n t  dans 

notre  étude - l e s  réact ions de condensation avec 1 'hydrazine (formation 

d 'hydrazones e t  d'osazones) , 1 'hydrcxylamine (formation d ' oximes) , 1 'acide - 
cyanhydrique (format-ion de cyanhydrines), l'ammoniac e t  l e s  amines (fornat ion 

d'imines) , l e s  mercaptols ( f  crmation de mercaptals),  l 'acétone (formation de - 
dérivés isopropylidéniques).  Au cont ra i re ,  nous décr imns  en d é t a i l  cer ta ines  

réac t ions  de condensation auxquelles l e  biochimiste f a i t  appel pour explorer l a  

s t ruc tu re  des giucides.  Ce sont l e s  réact ions d 'osidat ion,  d ' é thé r i f i ca t ion  e t  

d'  es t é r i f i ca t ion .  

a - Osidation des oses  

Le passage diun c o - ï a n t  d 'acide chlorhydrique gaz- sec  dans une 

so lu t ion  alcoolique d'ose donnent lieu à une réact ion de condension en t r e  

une molécule d 'a lcool  e t  l e  groupement serai-aldéhydique de l ' o s e  ( f igure  6 ; 

page 12). La fonct ion "pseudo-éther" a i n s i  formée e s t  appelée fonct ion osidique. 

Note 1 : La réact ion de condensation conduit à l a  formation des deux 

formes osidiques : l e s  anomères 4 e t  ( f igure  6 )  . 
Note 2 : L'osidation e s t  aussi r é a l i s é e  dans l e s  conditions d ' é thé r i f i ca t ion  

des fonct ions alccoliques que nous décrirons plus l o i n  (voi r  page 29 ) . 
Note 3 : Les f o ~ c t i o n s  osidiques sont  relativement i n s t ab l e s  : e l l e s  sont  

aisément hydrolyséespar lJ acide ch lc rhydr ipe  1 M ou 2 N à 1 OO°C p e n d a t  

1 à 2 heures ou par  1 'acide sulfurique 1 N CU 2 N à 1000C pendant 4 à 5 heures. 

Dans ces  cclndltions, l e s  f c m  t ions  é thers  " ~ é r i t a b l e s "  sont s t ab l e s .  

b - Ethé r i f i ca t ion  

& - Tr i ty l a t ion  

Le chlorure de t r i t y l e  ou chlorure de triphénylméthane (Cl -c  ( c ~ B ~ ) ~ )  

s e  f i x e  sélectivement sur la  fonction alcoolique primaire e t  donne l i e u  à l a  

foxmation d'un Zérivé t r i t y l é  (B~LRXER) (7) .. Cette  react ion e s t  précieuse pour 

démontrer que l a  fonction alcoolique primaire d'un ose e s t  l i b r e .  

13 - Tosylation 

Le chlorure de l ' a c i d e  p. toluènesulfonique r éag i t  de l a  meme 

manière, en milieu a l c a l i n  e t  à l a  température ordinaire ,  en bloquant l a  fonct ion 

alcoolique primaire e t  en donnant naissance à un dér ivé  tossrlé. 



d\ - méthylglucoside p - méthylglucoside - 

F i g u r e  6 

Formation des d e t  - rnéthylglucosides 



- Perméthylation 

La réaction l a  plus fréquemment appliquée dans les  études de 

structures des glucides en général e t  des oses, en part iculier ,  e s t  l a  méthode 

de perméthylation qui consiste à substituer tous l e s  groupements hydroxyles 

l ib res  par des radicaux "méthoxy 'l . 
L a  méthoxylation des oses es t  réalisée en milieu faiblement alcalin 

(p.e. en présence de soude diluée , d'oxyde d l a r g a t  ou de diméthylformamide) 

par l t a c t i on  d'esters neutres du méthanol comme l e  sulfa te ,  l ' iodure ou l e  

c h l o m e  de méthyle. 

Nous décrirons plus lo in  en dé ta i l  (voir page 35 ) l lh is tor ique de 

l a  méthode de prméthylation a in s i  que l e s  modes opératoires l e s  plus couramment 

u t i l i sés .  Nous précisons, cependant, dans la figure 7 (page 14) l e  mécanisme 

de l a  réaction ainsi que quelques propriétés des dérivés perméthylés. 

Quelques propriétés fondamentales des dérivés perméthylés 

1 - Les oses perméthylés ne sont plus réduc ta rs .  Leur fonction réductrice 

peut ê t re  déméthylée par action des acides dilués (vair  plus haut l e s  conditions 

dlhydrolyse chlorhydrique ou sulfurique des osides (page 1 1 ) 

2 - Au contraire des fonctions mé thylos idiques , 1 es groupements "méthoxy" 

sont t s s  s tables  vis-à-vis de 1 'hydrolyse acide e t  l e s  hydroxyles alcooliques 

ne peuvent ê t re  régénérés que par l 'acide brmhydriqus ou l e  ch lo -~re  de bore. 

SWEELEY, BENTLEY, MAKITA e t  WELZS (8) ont récemment décr i t  une 

méthode de s i ly la t ion qui consiste à f a i r e  ag i r  sur  l e s  glucides pendant quelques 

minutes, à l a  température du laboratoire, du triméthylchlorosilane ( ~ e ? - s i - ~ l )  
J 

en présence d 'hexaméthyldisilazane ( ~ e  -SiSi-Me ) . Ils obtiennent de ce t te  
3 3 

manière des triméthylsilyldérivés (TMS-dérivés) des glucides qui résultent de 

l a  substitution de tous l e s  hydroxyles par un radical "triméthylsilyl" e t  dont 

l a  séparation par chromatographie en phase gazeuse es t  relativement aisée. 

Cette méth.ode semble t rès  séduisante par sa  simplicité. El le  nécessite 

en outre de très fa ibles  quantités de glucides (de l 'ordre de 10 mg). Elle n ' a  

cepndant pas encore reçu l a  sanction de nombreuses applications qui, seules, 

apporteront des preuves de son eff icaci té  e t  de s a  valeur. 



Glucose 

SO Me + soude 
4 2 

ou 

Me + Ag20 

2,3,4,6 - tétraméthyl - 
méthsl~lucoside 

OU 

Chlorure de bore 
HC1 ou SO H dilués, 

4 2 

à chaud 

2,3,4,6 - tétraméthyl - 
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Peméthylation du glucose e t  s t a b i l i t é  du perméthyldérivé 



c - Es té r i f i ca t ion  

Parmi l e s  nombreux e s t e r s  minéraux ou organiques que l e s  oses sont  

suscept ib les  de fou rn i r ,  nous retiendrons l e s  e s t e r s  de l ' a c ide  borique e t  

de l ' a c i d e  acétique dont l a  formation e s t  largement mise à p r o f i t  dans l t a n a l y s e  

des glucides.  

Es te rs  boratés.  Les borates ,  en milieu a l a a l i n  e t  à l a  température ord ina i re ,  

donnent des  e s t e r s  qui  r é su l t en t  de l a  condensation de deux des fonctions acides 

de l ' a c ide  borique avec une fonct ion cis-glycolique des oses ( f igure  8 a ; p. 16) .  - 
La t rois ième fonction acide de l ' a c ide  borique r e s t a n t  l i b r e ,  l e  complexe boraté  

de l ' o s e  e s t  ionisable  e t  possèdera une v i t e s se  de migration anodique en 

électrophorSse, t m d i s  que l e s  oses neutres  non complexés res te ront  à 1 'empla- 

cement de départ ,  Cet te  p rop r i é t é  e s t  mise à p r g f i t  pour r é a l i s e r  l a  séparat ion 

de ce r t a in s  glucides e t  pour mettre en évidence des  fonct ions cis-glycoliques 

d m s  l e u r  molécule. 

an t e  $ : Les e s t e r s  boriques sont  facilement d i s soc i é s  en milieu acide. 

Note 2 : L'hydroxyle réducteur peut donner l i e u  à l a  formation d'un e s t e r  

borique à l a  condition que l 'hydroxyle du carbone 2 se  trouve en pos i t ion  

par  rapport  au premier ( f igure  8 a ).  

Es te r s  acétiques.  Toutes l e s  fonct ions hydroxyles (y compris l a  fonction réduc- 

t r i c e )  sont  acétylées (figure 8 b ) à l a  tempdrature ordinaire  par  1 'anhydride 

acétique en presence d ' acé t a t e  de zinc (formatior, du dérivéç)l(acétylé) ou de 

sodium (formation du dér ivé  pacé ty l é ) .  Cette réac t ion  de peracétylat ion f o u r n i t  

l e s  memes r é s u l t a t s  que la réact ion de perméthylation e t  donne l i e u  aux mêmes 

appl icat ions.  

La désacétylat ion sé l ec t ive  de 1 'hydroxyle réducteur e s t  r é a l i s é e  

pa r  l e s  acides halogénés (passage aux dérivés acéto-1 -halogén&s des oses). 

La désacétylat ion de tous l e s  hydroxyles e s t  effectuée par l e s  solut ions 

a l ca l ines  d i luées  . 
4 - STABILITE DES OSES 

La connaissance exact? des conditions de  s t a b i l i t é  des oses e s t  

indispensable dans l e s  études de s t ruc ture .  En outre ,  l e s  réact ions de dégradation 
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Esters boriques (a) e t  acétiques (b) des oses. 

Exemple de 1 Cd.-galactose 



des oses en milieu acide sont  mises à p r o f i t  dans l e s  réact ions calorimétriques 

qui permettent l e  dosage des oses (voi r  revue générale de MOJ!?TRF:UIL e t  SPIK)(~). 

a - S t a b i l i t é  en milieu a l c a l i n  

En milieu faiblement a l c a l i n  ( a l c a l i s  d i lués  ( p ~  1 i) , carbonates 

a l ca l ins ,  hydrates alcalino-terreux) e t  à l a  température du laboratoire ,  l e s  

oses s t isomérisent  : par exemple, à p a r t i r  d'une so lu t ion  de glucose on obt ient  

une so lu t ion  contenant du glucose, du mannose (inversion de WALDEN de l 'hydroxyle 

du carbone 2) e t  du fructose (isomère cétosique du glucose). Cette rJaction 

- appelée épimérisation - s'explique par  l e  passage à l a  forme h o l i q u e  du 

glucose qui  e s t  commune au glucose, au mannose e t  au f ruc tose  (f igure 9 ; p. 18). 

A f o r t e  c o n c e n t r a t i ~ ,  l e s  solut ions de bases f o r t e s  produisent une dégradation 

profonde qui sraccompagne de l a  rupture de l a  chatne carbonée e t  de l ' appa r i t ion  

de nombreux composés comme l ' ac ide  lact ique e t  l e s  aldéhydes fornique, glycolique 

e t  glycérique . 
Cette i n s t a b i l i t é  des oses vis-à-vis des bases e s t  importante à 

connaltre pour l a  s u i t e  de not re  étude des procédés de méthylation. En e f f e t ,  

opérant en milieu a l ca l in ,  l e  contrôle constant du pH sera  fondamental 

pendant l e s  opérations de méthylation pour év i t e r  l a  formation de ces produits 

de dégradation, en p a r t i c u l i e r  des isomères dont l a  présence pourrai t  conduire 

à des in terpré ta t ions  erronées des résul ta ts .  
1 '  

Note : Seuls l e s  oses sont  ins tables  en milieu a lca l in .  Les osides, en e f f e t ,  - 
sont  t rès  s tables  puisque l e  blocage de l a  fonction réductr ice i n t e r d i t  l e  

passage à l a  forme énolique responsable de l a  dégradation des oses. 
l 
1 
r 

b - S t a b i l i t é  en milieu acide 1 
Les oses sont très s tables  en milieu acide minéral dilué. Ils rés is -  . 1 

t e n t ,  en e f f e t ,  (sauf l e s  cétoses)  à l ' a c t ion  des ac ides  chlorhydrique (*) e t  $ 1  
sulfurique 2 N pendant, respectivement, 2 e t  8 heures (P~OI~TRE~JIL e t  S C B E P P ~ R )  (1 O).  -i 

Les acides minéraux concentrés dégradent, à chaud, l e s  molécules d'oses IJ 
sans, toutefo is ,  b r i se r  l e  squele t te  carboné e t  donnent naissance, par cyclisa- , 1 
t i o n  de la molécule, à des dérivés du méthylfurfural dont la condensation avec 

(*) A condition d ' u t i l i s e r  une solution d'acide chlorhydrique débarrassée, pa r  
. 

plusieurs  d i s t i l l a t i o n s ,  des s e l s  de f e r  qui catalysent  l e s  réactions 
de dégradation. 



CHO 
1 

Glucose (formule l inéaire)  

H - C - O H  
1 

CHO 
1 

H O - C - H  
I 

H O - C - H  
t 

H - C - O H  
1 

Fructose 
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Action des solutions alcalines faiblement 

concentrées sur  l e  glucose . 
Béaetion d ' épimérisation 



divers  composés organiques, comme des phénols, provoque l 'appari t ion de . 
colerations qu i  sont mises à prof i t  dans l ' i den t i f i ca t ion  e t  l e  dosage des 

glucides (vo i r  l a  revue générale de IvlO~!i!REXJlL e t  SPIK) (11 ). 

I 

II - PROPRIE!iBS ESSEhTIELUS ET METHODES D'ETIJDE 

DE LB STRUCTüRE DES OSIDES 
t 

Les osides résul tent ,  comme nous 1 ' avons é c r i t  plus haut, de l 'union 

d'un nombre va r i ab le  de molécules d'oses par  des l i a i sons  osidiques. Les osides 

réducteurs sont  appelés osides - oses c a r  l e  groupeinent semi-acétalique de l 'ose  

t e m i n a l  e s t  l i b r e  ; l e s  osides non réducteurs sont  appelés osides - osides . 
Une a t r e  terminologie e s t  fondée sur  l e  nombre de molécules d 'oses 

présents dans l a  molécule d 'oside : l e s  el igosides renferment un nombre l imi t é  

d'oses e t  ils sont  désignés par  l e  nombre de molécules d'oses l e s  c m s t i t u a n t  

(diholosides, t r iholos ides ,  p. e. ) ; l e s  polyosides sont des macromolécules formées 

par l ' associa t ion  d'un nombre élevé d'oses (plus de vingt) .  Les propriétés  
J 

physiques e t  chimiques de ces deux catégories d'osides sont voisines de ce l l e s  

des oses. En pa r t i cu l i e r ,  l e s  osides sont oxydés par  l ' a c ide  periodique e t  

donnent l i e u  aux mêmes réact ions de condensation que l e s  oses (osidation, esté- 

r i f i c a t i o n ,  é thé r i f i e  at ion)  . 

L'étude complète d'une molécule osidique nécessite deux s é r i e s  

d i s t inc te s  d'expérimentation : 

1 - l a  détermination de l a  composition e n  oses qui implique l ' i d e n t i f i c a t i o n ,  -- 
puis  l e  dosage de  vhacun des oses const i tuant  l ' o s i d e  , II 

2 O  - l a  détermination de l a  s t ruc ture  qu i  concerne l ' o rd re  d'enchaînement des oses 

e t  l e s  modalités 2s l e u r  m i o n  (nature 6,- de l a  l i a i son  asidique ; point 

d 'at tache de c e t t e  dernière).  

Nous examinerons successivement l e s  techniques qui  sont  u t i l i s é e s  

dans ce genre d'étude en nous l imitant  à un bref exposé des méthodes de déter- 

mination de l a  composition des osides, pour i n s i s t e r ,  au contraire ,  sur  l e s  

procédés dl exploration de l e u r  s t ruc ture ,  



1 - DETERMINATION DE Lfi COMPOSITION EN OSES DES OSIDES 

La d é t e m h a t i o n  de l a  composition en oses des osides s'effe.ctue en 

daix étapes : on précise d'abord, à l ' a i d e  de techniques de dosages colorimé- 

t r iques  l a  composition en oses totaux (oses, osamines, acides uroniques e t  

acides s i a l iques ) ,  puis, à l ' a i d e  de méthodes chromatographiques, l a  quanti té  de 

chacun des oses présents dans l f e s ide .  

A - DETERNINATION DE LA. TENEIUR EN OSES -------------- ---------- ---- 
TOTAUX DES OSIDES ----- ---- 

Nous nous limitermis à l fexposé  du principe de chacune des méthndes 

colarimétriques, en renvoyant, pour plus de dé ta i l s ,  à l a  revue générale de 

MONTREüIL e t  SPIK ( 1 2) . 
1 - NSAGE DES 05ES NEUTRES TOTAUX 

Le dosage des c ses  totaux e s t  généralement r éa l i sé  par  la méthode 

de TIUMANS e t  PHILIPPI (13), modifiée pa r  RININGTON (1  4).  Les aldohexqses e t  1 

l e s  méthylpentoses donnent, à chaud, une colorat ion jaune orangé avec l e s  solu- 4 

t ions  sulfuriques dlorcinol .  

2 - DOSAGE DES C\SAMINES TOTALES 

Le dosage des r s~mineç  présentes dans de nombreux esides e s t  r é a l i s é  

pa r  une modification de l a  méthode or ig ina le  dvELSON e t  MORGAV (15) ( ~ é t h o d e  de 

BELCHER e t  a l .  (1  6 )  ) . Les .osamines, préalablement l ibérées  de l e u r  combinaison 

par  une hydrolyse chlorhydrique, sont d'abord N-acétylées par l ' a c t ion  de l ' acé-  

tylacétone. L' addition u l té r ieure  de r é a c t i f  d'EHRLICH au p.diméthylaminobenzal- 

déhyde, pmvoque 1' apparition dl une coloration rose violacée. 

3 - DWAGE DES ACIDES U'RONIQUES TOTNTX 

Le dosage des acides uroniques e s t  fondé sur  l a  réact ion que donnent 

ces composés avec le  carbazole en milieu sulfurique : une colmration pourpre s e  

développe (méthode de DISCHE (17) ) . 
4 - DOSAGE DES ACIDES SIALIQUES TOTAUX 

Les acides s ia l iques  sbnt dosés par  l a  méthade de N I A Z I  e t  STATE (18), 

modifiée par WERNER e t  ODIN (1 9) .  On met à prof i t  les réactions colarées de ces 
substances avec l e  réac t i f  de DISCHE à l a  diphénylamine. 



B - DETERMINATION DE LA COMPOSITION MOLLIN2 ----- ---------- 
-_---------_I__ 

EN OSES DES OSIDES - - ---- --- 

La détermination de l a  composition en oses des osides nécessi te  

deux étapes : 

1 - l a  l ibéra t ion  de l ' o s e  

2 - son ident i f ica t ion  à l ' a ide  de méthodes chromatographiques e t  électro- 

phorétiques . 
Nous exposerons seulement l e s  principes des méthodes u t i l i s ées .  

1 - IDENTIFICATION ET DOSAGE DES OSS NEUTRES 

Les osides sont  hydrolysés par l ' a c i d e  chlorhydrique 2 N pendant 

1 à 2 heures e t  l e s  oses sont pu r i f i é s  par un passage s u r  des colonnes d'échan- 

geurs d'iorrs. Ils sont ensuite  i d e n t i f i é s  e t  dosés chromatographiquernent. 

Le mode opératoire comporte donc l e s  étapes suivantes : 

a - hydrolyse chlorhydrique 

b - pur i f ica t ion  des hydrolysats 

c - chromatographie des oses 

d - dosage des oses. 

.z - Hydrolyse chlorhydrique 

Lfhydrolyse des osides e s t  réa l i sée  par  l ' ac ide  chlorhydrique 2 N 

exempt de f e r ,  pendant 2 heures à 100°C . NONTREüIL e t  SCHEPPLER (20), puis  

BOURILLON e t  co l l .  (21) ont démontré que ces conditions dlhydrolyse é ta ient  

optimales . 
b - Pur i f ica t ion  des hydrolysats 

L ' identif icat ion e t  l e  dosage individuel des glucides se f a i t  princi- 

palenient à l ' a ide  de l a  chromatographie sur papier, m a i s  l a  séparation des oses 

nt e s t  possible qulap&s une pur i f ica t ion  préalable des solut ions à étudier.  

La présence des ions minéraux, en pa r t i cu l i e r ,  provoque des "traînées" e t  rend 

impossible l a  lecture des chromatogrammes. Il convient donc d'en débarrasser l e s  

solut ions glucidiques obtenues par hydrolyse des osides. 

Cette déminéralisation e s t  réa l i sée  par  l e  passage successif s u r  des 

colonnes de résines à échanges de cations (~owex 50, forme ac ide) ,  puis d'anions 

(Duolite A 40, forme formiate).  Ce mcde opératoire permet, en outre, un 



fractionnement des dérivés glucidiques en composés Itneutres" (oses, lacton e s ) ,  

"basiques" (osamines) e t  "acides" (acides uroniques) conformément au schéma 

de la f igure  1 0  (page 23). 

c - Chromatographie des oses neutres 

La f rac t ion  "neutre" e s t  soumise à 1 ' analyse chromatographique , 
généralement, dans l e s  systèmes solvants de PARTRIDGE (22) (n-butanol/acide 

acét  ique/eau : 4: 1 : 5) e t  de JERMYN e t  ISHERWOD (23) (pyriduie/acétate d1 éthyle/ 

eau : 1 : 2: 2). La révélation des oses e s t  réa l i sée  h 1 aide du réac t i f  de 

PARTRIDGE (24) à l ' a c ide  oxalique-aniline (taches brunes avec l e s  hexoses, 

m s e s  avec l e s  pentoses). 

d - Donage des oses neutres 

Nous appliquons, au laboratoire  , l e  mode opératoire décr i t  par  

MONTREUIL (25) e t  MONTRmTIL e t  SCHEPPL8R (26) dont- l e  principe e s t  l e  suivant  : 

l e s  oses réduisent,  en milieu a l ca l in ,  l e  ferricyanure de potassium en f e m -  

cyanure e t  l ' addi t ion  d'un s e l  ferr ique provoque l a  formation de ferrocyanure 

ferr ique (bleu de  russe) que l1 en maintient en solut ion,  par  l t a d d i t i o n  préalable 

d'acide oxalique. L ' in tens i té  de l a  coloration bleue e s t  déterminée à l ' a i d e  

d'un colorimètre. 

Ce protocole expérimental e s t  appliqué aux so lu t icns  d lé lu t ion  des 

oses préalablement séparés pa r  chromatographie s u r  papier. 

2 - IDEn'TIPICATION ET DOSAGE DES OSAMINES 

Les hexesamines sont  d'abord l ibérées  par  une hydrolyse chlorhydrique 

( H C ~  4 N B 100°C pendant 4 heures).  L'acide chlorhydrique e s t  ensuite éliminé par 

une évaporation prolongée sous vide. Les hexosamines sont  enf in  ident i f iées  par  

l ' un  des t r o i s  procédés suivants : 

a - Procédé de GARDEU, HEIJKENSJOLD e t  ROCHMORLUND (271 

Les hex'osamines sont  désaminées à chaud par  l a  ninhydrine, l a  gluco- 

samine e t  l a  mannosamine en arabinose e t  l a  galactosamine en xylose. Les pentoses 

sont i d e n t i f i é s  (mais non dosés) par chromatographie s u r  papier des solut ions 

réact ionnelles  préalablement pur i f iées  s u r  échangeurs d'  ions. 
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b - Procédé de GAFDELL (28) 

Les hexosamines sont  i den t i f i ée s  e t  dosées par  chromatographie s u r  

des  colonnes de Dowex 50, échangeur de cat ions,  l e  déplacement é tan t  r ~ ~ s é  

par  l e  passage d f  acide chlorhydrique 0,3 N . 
Procédé de UVVY e t  WcALLAN ( 2 9 )  

L a  fonction amine des osamines e s t  acétylée à l a  température 

ord ina i re  par  l 'anhydride acétique d'une solut ion di luée de soude e t  l e s  

N - acétylosamines formées sont  dosées par  électrophorèse quant i ta t ive s u r  

papier  r é a l i s é e  avec un tampon b ~ r a t é  de pH 9,2 . La révélat ion e s t  e f fec tuée  

1 aide de r é a c t i f  au p.diméthylaminobenzaldéhyde ( taches v io l e t t e s ) .  

3 - I D E K T I F I C B T I O N  E T  DOSAGE D E S  X I D E S  URONIQUES 

Les acides uroniques, présents  dans la solu t ion  d f  é lut ion formique 

de 1 échangeur d anions ( v o i r  l a  f i g u r e  10 ; page 2 3 ) ,  sont  i d e n t i f i é s  e t  dosés 

à l r a i d e  du r éac t i f  au carbazol sulfur ique (vo i r  page 20) par  chromatographie 

quant i ta t ive  dans l e  système solvant de FISCHER e t  NEBEL (30) (pyridine/acétate 

d éthyle/ eau/acide acétique : 5 :5 :3: 1 ) ou par  8lectrophorèse q a n t i t a t i v e  

r é a l i s é e  en tampcn pyridine - acide acétique de pH 3,g . 
4 - I D E N T I F I C B T I O I ~  ?3T DOSAGZ D E S  A C I C E S  S U L I Q U E S  

Les l i a i sons  " s i a ly l " ,  t r è s  l a b i l e s  en milieu acide,  sont hydro- 

lysées  par  l ' a c ide  sulfur ique 0 , l  N à 80.C pendant 1 heure. Les acides s i a l i ques  

l i b é r é s  sont pu r i f i é s  s u r  échangeurs d ' aninns (~owex  1 , f orne formiate) e t  

sotmis ?i l ' ana lyse  chromatograpbique quant i ta t ive  dans l e  système solvant  de 

NORDAL e t  O I S E T H  (31) ( acé t a t e  dtéthyle/acide acétique/eau : 3:l :3 ). La 

révé la t ion  e s t  eff  ectuee avec l e  r é a c t i f  au p. diméthylaminobenzaldéhyde de 

S V E m I E M O D l  e t  SVZ2\PZR€rOm (32) . 



20 - DETERMINATION DE IA STRUC!F.JRE DES OSIDES 

Aprbe avo i r  exposé l e s  procédés d ' i den t i f i ca t ion  e t  de dosage des 

oses présents  dans l e s  molécules d 'osides,  il nous r e s t e  à décr i re  les  méthodes 

de détermination de l a  séquence des oses e t  des  points  d 'a t tache des l i a i s o n s  

osid iqre  S. 

A - DETEE~!IKATIOK DE L'ORDRE D'ENCHAINmuiT 
l__-----l_----_-I_-p ---------- ------ --- 

DES OSES DAnTS LES MOLECULES D'OSIDES 
--------II------- ----------------- 

1 - DETERMIgATION DE L'OSE TEB1IIVAL 

Dans l e s  mol6cules d'osides-oses, un ose pc r t e  une fonction réduc- 

t r i c e  l i b r e  e t  il e s t  a i s é  de l ' i d e n t i f i e r .  Il s u f f i t ,  en e f f e t ,  de r édu i r e  l a  

fonct ion réductr ice,  à f r o i d ,  p a r  l e  bo,rohydrure de sodium ou de potassium, 

d'hydrolyser 1' oside-ose rédui t  (oside-i tol)  e t  d ' i d e n t i f i e r  l e  polyol formé. 

On connaît ,  de c e t t e  manière, non seu lmen t  l a  nature de l ' o s e  terminal,  m a i s  

aus s i  l e  poids moléculaire de 1' oside, s o i t  en dcsant l e s  oses avant e t  après  

réduction, s o i t  en dosant l e  n~mbre  de résidus de polyols formés e t  d'oses 

préexis tant  S. 

2 - DETEFXIStAlTOfU DE L4 SEQ.UEMCE DES OSES 

La détermination de l a  séquence des oses  dans une molécule d'oside 

e s t  essentiellement déterninée par  une hydrolyse p a r t i e l l e  de l a  molécule. On 

obt ien t ,  d e  c e t t e  manière, des  fragments plus simples (oses e t  ol igosides)  dont 

l ' é tude  chimique e s t  p lus  a i s ée  e t  que l ' o n  parvient ,  géneralenient, à réasscc ie r  

pour recons t i tuer  l a  molécule i n i t i a l e ,  

Nous décrirons,  à t i t r e  d'exemple, l e s  procédés qui  ont  é t é  appliqués 

par  KUHN e t  co l l ,  (33)  e t  par  NONTREUIL (34) pour déterminer l a  s tn i c tu re  de 

deux t r iho los ides  i s o l é s  du l a i t  de Femne. L 'un e s t  un 2-fucosido-lactos e 

( f igure 11  a )  e t  l ' a u t r e  e s t  un 3'-fucosido-lactose ( f igure  I l  b). Tous deux 

possèdent , en e f f e t ,  l e s  propr ié tés  com,%unes suivantes  : 

a - i ls  s o n t  cons t i tués  de galactose, de glucose e t  de fbcose en proportions 

équimolaires . 
b - i ls  sont tous deux rédui t s  par  l e  borohydrure de potassium e t  on i d e n t i f i e  

l e  g luc i to l  dans l e s  produits dthydrolyse des t r iho los ides  rédui ts .  

c - l 'hydrolyse p a r t i e l l e  l i b è r e  du fucose e t  du lactose.  



2 - fucosido-lactose (a) 

(b) 3'- fucosido-lactcs e 

l 
Fuc 

F i g u r e  11 

Schhas de structure des deux triholosides 

isomères du l a i t  de Femme 

Fuc, Gal, Glc : respectivement, fucose, 

galactose, glucose 

Ils se distinguent, cependant, l 'un de lt  autre par l e s  résul ta ts  

de l ' ac t ion  du carbonate de sodium 0,05 N 2i 10O0C pendant 5 minutes qui dé t ru i t  

1 ' ose réducteur : on obtient un diholoside : 1' A-fucosido-1 ,2-galactose, dans 

l e  cas du 2-fucosido-lactose e t  du galactose e t  du ficose dans l e  cas du 

3 t-fucosido-lsctose . 
Lessvhémas de structure de la figure 11 f i r en t  complétés par l ' appl i -  

cation de l a  méthode de perméthylation (voir plus lo in) ,  car  l'hydrolyse par- 

tie l l e  des osides apporte certes des renseieeirents su r  la  séquence des oses (*), 

m a i s  non sur l e s  modalités de l eu r  enchafnement, en par t i cu l ie r  sur l e  point 

d'attache des l ia isons  osidiques. Ces derniers ne peuvent 8 t re  précisés que par 

l 'application des méthodes que nous nous proposons de décrire à présent. 

. 
(*) Le procédé es t  parfaitement applicable à l 'exploration de l a  structure 

de molécules pl& importantes comnn c 'es t  l e  cas pour la  fraction 

polyosidique des glycopmtéides. Voir à ce su j e t  l e s  travaux de 

MONTREUIL e t  col1 . s u r  1 ' ovomucoïde (MONTREUIL, CHOSSON e t  SCmPPLER 

(35) ; HONTREUIL, SPIK, CHOSSON, S E O  e t  SCHEPPLElR (36) ) . 



B - DETEF&Iilh!?IOi IN PO1:-T D'ATTACHE ----- 
--------A----- - 

DES LIAISONS OSIDIQmS 
--------.------ --------------- 

L'oxydation periodique e t  l a  subs t i t u t ion  des hydroxyles l i b r e s  

pa r  e s t é r i f i c a t i o n  (acé ty la t ion)  ou par  é thé r i f i ca t ion  (méthylation) permettent 

de déterminer l e s  points  d ' a t t ache  des  l i a i sons  osidiques. 

1 - OXYDATION PERIODIQV3 DES OSIDES 

Mous avons p réc i sé  à l a  page 7 l e s  modalités de l 'oxydation 

periodique qui  porte essentiellement s u r  l e s  fonct ions &-glycols e t  cd, -mino- 

a lcools ,  C s  prncédé e s t  appl icable  à l ' é tude  de l a  s t ruc tu re  des osides e t  

nous c i t e rons  l'exemple c l a s s i  que de 1 l oxydation du lac tose  ( P-galactesido- 

1 ,4-glucose) e t  du mélibiose (d( -galactosido-1 , 6-glucose) dont nous avons 

ressemblé l e s  r é s u l t a t s  dans l a  f igure  1 2  (page 28). On v o i t  que dans l e  c a s  du 

lac tose ,  5 moles d'acide periodique sont  consomm6es e t  que 3 moles d 'ac ide  

formique e t  1 mole de formaldtjhyde sont formées. Dans l e  cas  du mélibiose, 

6 moles d'acide periodique sont  u t i l i s é e s  e t  5 moles d'acide formique l i bé rées .  

En outre ,  l 'oxydation bromique des polyaldéhydes conduit à des polyacides dont 

l 'hydrolyse par  l ' c c ide  chlorhydrique fou rn i t ,  _dans l e  cas  du lactose l e s  acides 

glyoxylique (1 mole), glycérique (1 mole) e t  tar t ronique (1 mole) e t  dans l e  cas 

du mélibiose l e s  acides glyoxylique (1 mole), t a r t ronique  ( 1  mole) e t  glycolique 

(1 mole). 

Cependant, l a  méthode d'oxydation periodique n l e s t  pas d'une appl i-  

ca t ion  générale e t  son emploi se  l imi t e  à l1 6tude de l a  s t ruc ture  des ol igosides.  

Au-delà de 5 à 10 molécules d f  oses, il devient impossible d ' i n t e rp ré t e r  l e s  

r é s u l t a t s .  En outre,  l l ? x i s t e n c e  de nombreux cas d'oxydation anormale i n v i t e  à 

l a  prudence. C ' e s t  a i n s i  que l l oxydation d e s d ,  -glycols p s t  étroitement l i é e  à 

l a  pes i t i on  s5érique des hydroxyles ( l e s  ~ b l \ - ~ l y c o l s  sont oxydés plus f a c i l e -  

ment e t  p lus  rapidement que l e s  t r a n ~ - d , - ~ l ~ c o l s )  e t  peut,  dans cer ta ins  cas ,  

empecher 1 ' ~xydat ion .  En outre ,  l e s  acides 4-cétoniques, l e s  cl,-hydroxyaldéhydes, 

l e s  aldéhydes e t  cetones &-aminées, l e s  groupes m i n é s  sont  oxydés par  1 acide 

periodique. Enfin, l a  sensibi!.ité pa r t i cu l i è r e  de l a  réact ion vis-à-vis d ' inh ib i -  

t eu r s ,  qui sont  suscept ibles  de provoquer une diminution i rqor tan te  de l a  v i t e s s e  

de la réac t ion  ou même de l a  bloq!er totalement, i n t rodu i t  de graves causes 

d ' e r r eu r  . 
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Pour l e s  raisons que nous venons d'exposer, si 15 méthode e s t  appli- 

cable aux études de s t ruc tu re ,  e l l e  ne peut s e  s u f f i r e  à elle-même à cause des 
' 

nombreux cas  d ' oxydation secondaire qui in te rd isen t  notarnmen t son appl icat ion 

à 1 'exploration de l a  s t ruc tu re  des f r a c t i o n s  osidiques des glycoprot é ides  . 

2 - PERACETYLATION DES OSLDES 

Les hydroxyles des  glucides réagissent  avec 1 l anhydride acétique, 

l e  p lus  souvent en milieu a l c a l i n  ( acé t a t e  de sodium ou pyridine) (vo i r  en 

p a r t i n i l i e r  WOLFROM e t  THOMPSOK (37) ) Une catalyse par  l e s  s e l s  de zinc ( ~ n c l * )  

ou par  l e s  acides ( c l0  H) e s t  égalemnt réa l i sab le .  Dans ces conditions,  tous 4 
l e s  groupements hydroxyles l i b r e s  des osides sont  acé ty lés  e t ,  après hydrolyse, 

l e s  oses acétylés  sont i d e n t i f i é s ,  l e  p lus  souvent par  l eu r s  constantes physiques 

(point  de fusion,  pouvoir ro t a to i r e  spécif ique) .  

On v o i t ,  dTaprès  l a  f i gu re  13 (page 30), que l a  peracétylat ion du 

l ac tose  conduira à un dérivé dont l 'hydrolyse acide fourn i ra  du 2,3,4,6-tétra- 

a c é ~ l g a l a c t o s e  e t  à du 2,3,6-triacét;ylglucose dont 1 ' i den t i f i ca t ion  perm t t r a  

de p l ace r  s u r  l e  carbone 4 du glucose l a  l f  aison osidique puisque l 'hydroxyle 

por té  par  ce carbone é t a i t  protége de l ' a c é t y l a t i c n .  

Les dérivés  acé ty lés  sont t r è s  facilement "régénérés" sous forme 

d foses  par  une désacétylat ion effectuée sous l ' a c t i o n  du méthanol, de ltammoniaque 

ou de l a  baryte,  en présence d'un ca ta lyseur  légèrement basique (pour l e s  

d é t a i l s  opératoires ,  vo i r  en p a r t i c u l i e r  THONPSON e t  'JOLFROX (38) ). C'est  dans 

c e t t e  dernière propr ié té  que réside l e  grand i n t é r ê t  de L a  méthode : l a  désacé- 

t y l a t ion ,  a i sée  e t  quant i ta t ive ,  permet l a  pur i f ica t ion  ou par fo is  1 'isolemeni 

d'osides.  La s e l u b i l i t é  en n i l i e u  organique e t  l a  s t a b i l i t é  thermique des dérivés  

acé ty lés  e s t  mise à p r o f i t ,  pa r  a i l l e u r s ,  pcur l a  chromatographie en phase gazeuse 

(voi r  BISCHOP e t  COOPER (39) e t  G-R e t  al. (4'2) ). 

Il s a b l e  que c e t t e  méthode d 'acé ty la t ion  n ' a i t  pas encore é t é  

explei tée au maximum dans l e s  études de s t ruc tu re ,  m a i s  1 avènement de l a  chroma- 

tographie er, phase gazeuse devrai t  l a  r é h a b i l i t e r  dans un avenir  proche. 

3 - PERMETMLllTIOlV DES OSIDES 

Le principe d 'appl icat ion de l a  méthode de perpéthylation des esides 

à l a  détermination de l e u r  s t ruc ture  e s t  identique à ce lu i  de l a  peracétylat ion.  
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Nous avons vu (vo i r  page 13 ) que l a  méthoxylation des  fonct ions 

hydroxyles des oses e s t  r éa l i s ée  en mil ieu faibleaent  a l c a l i n  par  l e s  e s t e r s  

neutres du méthclllol ( su l f a t e ,  iodure ou chlorure d e  méthyle). Ce procédé e s t  

appl icable  aux osides. 

La f igu re  13 rnontre l e  r é s u l t a t  de l ' app l i ca t ion  de l a  méthode de 

permithylati3n à l a  dé teminat ion  de l a  s t ruc ture  du lactose.  On voi t  que l'hydro- 

lyse  du peméthyl-m&thyllactoside conduit au 2,3,4,6-tétraméthylgalactose e t  au 

2,3,6-triméthylglucose dont l a  fonction hydrcxyle en 4, impliquée dans la l ia i son  

1,4-galactcsidique a é t é  protégée vis-à-vis de l a  méthylation. 

Note : La méthylation s e  port  aus s i  s u r  l e  groupement réducteur des osides- - 
oses.  Dans l e  cas  du l ac tose ,  on ob t i en t  l e  perméthyl-méthyllactoside. 

L'hydrolyse chlorhydrique conduit aux oses perméthylés dont l a  fonc t ion  

réduct r ice  e s t  l i b r e .  Nous avons vu, en e f f e t ,  (page 13 ) que l e s  l i a i s o n s  

éther-uxydes é t a i en t  plus s t a b l e s  que l e s  l i a i s o n s  osidiques.  La méthanolyse 

chlorhydrique fourn i t  des rrS thylosides prméthylés .  

Le procédé de peméthyla t ien  des osides représente  l e  procédé de choix 

pour déterminer l a  s t ruc tu re  des osides.  Il a &té  largement u t i l i s é  par  d e  nom- 

breux au teurs  pour préc iser  l a  s t ruc tu re  de polycsides na tu re l s ,  comme l a  cellu- 

lose ,  l 'amidon ou l a  ch i t ine  e t  on peut aff i rmer que nous devcns à c e t t e  méthode 

l a  connaissance, maintenant universellement admise, des s t ruc tu re s  da l a  plupart  

des polyosides impcrtants actuellement connus. Il s ' a g i t  donc d'une méthode 

précieuse pour l ' é tude  des s t ruc tu re s  primaire e t  secondaire d e s  oses e t  des  osides, 

Cependant, en parcourant l a  l i t t e r a t u r e ,  nous avons é t é  frappé par l e  

nombre considgrable de modifications qu i  ont é t é  apportées p s r  l e s  auteurs  aux 

techniques s r i g i n a l e s  de KTiViiORTH (41) e t  de PURDIE e t  I R V I R i  (42). Cette remarque 

l a i s s a i t  a p r i o r i  présêger que l e  procédé é t a i t  enccre bien imparfai t  e t  nous 

avons ef fec+iveme,lt v é r i f i é  que, rarement, on pcuvait ~ c q u é r i r  l a  ce r t i t ude  que 

l a  néthylat ion é t a i t  complète. En out re ,  l e s  procédés d ' i den t i f i ca t ion  des  oses 

méthylés (poin t  de fusion : pouvoir r o t a t o i r e )  nécessi tent  encore des quant i tés  

importantes de substances e t  ne sont  donc pas appl icables  à l ' explora t ion  de 

ce r t a in s  problèmes comme c e l u i  de l d  s t ruc tu re  des glycoprotéides. En e f f e t ,  l e s  

procédés de chromatographie su r  papier  en couche mince ou en phase gazeuse, qui 

réclament de f a i b l e s  quant i tés  de produi ts ,  sont l o i n  d ' ê t r e  parfaitement au point. 



32. 

Aussi nous a- t - i l  paru important de r é a l i s e r  une étude systématique 

des procédés de méthylation, proposés jusqut a lo r s ,  de façon à déterminer parmi 

l e  grand nombre de techniques ce l l e s  qui conduisaient à une rnéthylation to t a l e  

des osides,  

Par  a i l l e u r s ,  l e s  procédés de séparat ion des oses méthylés, obtenus 

a]- è s  1 'hydrolyse des molécules prmdthylées ,  nous ont paru égalenient néces s i t e r  

une étude c r i t i que  ~ y s t 6 ~ m t i q u e  e t  1fapplic.zti.n de nouveaux procédés t e l s  que 

l a  chromatographie en phase gmeuse e t  l a  chrcnletographie en couche mince nous 

a semblé in tkressante  à envisager. 

Kous nous proposons, â présent ,  de t r a c e r  un rapide h is tc r ique  de 

l a  q ~ e s t i o n  de l a  perrnéthylatien des qlucides e t  de déc r i r e  ensui te ,  en d é t a i l ,  

l e s  méthodes de méthylation. 



L E S  N E T H O D E S  

D E  M E T H Y L A T I O N  D E S  G L U C I D E S  

- = - = - = - = - = - = - = - =  

2 - PROCEDES DE PEmETHnlATION 



I N T R O D U C T I O N  

Les premiers procédés de perméthylation des glucides ont é t é  

d é c r i t s  par PURDIE e t  IRJTIJ!JE (43) en 1903 (méthylation par  l ' i odu re  de méthyle 

e r  présence d oxyde dl argent) e t  par  HAWORTH (44) en 191 5 (méthylation par  l e  

s u l f a t ~  de méthyle en milieu sodique). 

Ces deux méthodes or ig ina les  ont subi ,  ultérieurement, de t r è s  

nombreuses modifications c a r  l e u r  appl icat ion a révélé  t r è s  v i t e  l e u r s  imper- 

fec t ions .  La méthode à l ' i odu re  de méthyle en présence d'oxyde d 'argent  e s t  

rapide mais provoque des dégradations importantes d@s molécules, vraisemblablp- 

ment par  l a  formation de radicaux l i b r e s ,  La méthode RU su l f a t e  de méthyle en 

m i l i ~ u  a l c a l i n  e s t  au cont ra i re  t r è s  l en t e ,  mais e l l e  se  révèle plus  souple,  en 

rendant possible des var ia t ions  plus grandes des conditions de pH e t  de tempé- 

r a tu re  qui permettent d 'en a t ténuer  l ' ag re s s iv i t é .  La combinaison des deux 

méthodes s ' e s t  t r è s  v i t e  imposée : une méthylation p a r t i e l l e  préalable  au su l f a t e  

de méthyle, s f f e c k é e  dans des conditi ons cpéra to i res  douces,pemet de s t a b i l i s e r  

l e s  molécules glucidiques avant de l e s  soumettre à 1 'act ion plus  énergique dc? 

1 'iodure de méthyle, qui achève, en pr incipe,  l a  pe rmé t hy l a t i  on. 

L 'appl icat ion de ces méthodes a imposé simultanément l a  recherche 

de procédés de séparat ion e t  d ' i den t i f i ca t ion  des oses méthylés obtenus par 

hydrolyse des o s ides  pe méthylés ,  

Nous exposerons donc successi~~ement 

-1- Les procédés de méthylation des osides.  

-2- Les méthodes d' isolement e t  d ' i d e n t i f i c a t i c n  des oses méthylés obtenus par 

hydrolyse des O s i d e s  peméthylés  . Bous y a jouterons ncs propres observations. 

Nous f e r m s  su ivre  ces  paragraphes d'un "Appendice" dans lequel  nous 

décrirons l e s  pmcédcs de dosage des geupements "méthoxy" (page 56 ) . 



~P%EDES DE PERMETHnkTIOB DES GLUCIDES 1 

1 - !ETHYLATION PAR LE XrJLFATh DE METKYLE 
-----a--- --------- 

A - PFDCEDE ORIGINAL DE HAWORTH (45) 

PRIPjCIPE 

Les glucides sont méthylés à chaud par  l e  s u l f a t e  de méthyle en 

présence de soude. 

bous décrirons l e  mode opératoire  que nous avons appl icpé au lactose.  

30 g de lac tose  solit dissous daris une quant i té  minimale d'eau t i ède  

e t  i n t rodu i t  dans un f lacon muni d'un a g i t a t e u r  mécanique e t  d 'un condenseur 

(flacon à 3 o r i f i c e s ) .  L'ensemble 'est  placé dans un ba in  de glace. On a joute  

14 m l  de s u l f a t e  de méthyle (*), puis 30 m l  d'une so lu t ion  de smde  ( 1 1  1 g dans 

2C8 m l )  sont i n t rodu i t s ,  goutte à goutte,  sous ag i t a t i on  énergique pour é v i t e r  

une concentration loca le  élevée d '  a l c a l i .  La réac t ion  e s t  effectuée sous courant 

d 'azote.  

La terapérature e s t  ensuite amenée à 40°C e t  une nouvelle addi t ion 

de 14 m l  de s u l f a t e  de méthyle e s t  effectuée,  su iv i e  de c e l l e  de 30 riil de 

sc lu t ion  de l a  soude ajoutée goutte à goutte s u r  une période de 3 heures. 

L 'ag i ta t ion  e s t  ensui te  maintenue une nu i t  à l a  température ordinaire .  

La température e s t  a lo r s  portée à 60°C e t  une ncuvelle méthylation 

e s t  r éa l i s ée  avec 14  m l  de su l f a t e  de méthyle e t  26 m l  de l a  solut ion de soude. 

On a g i t e  ensuite à 60°C perdant une heure supplémentaire e t  on por te  30 minutes 

à 10O0C pcur décomposer l ' excès  de s u l f a t e  de méthyle. 

La so lu t ion  r e f ro id i e  e s t  neut ra l i sée  avec de 1 'acide sulfur ique 

e t  e x t r a i t e  par  l e  chloroforme. La solut ion chloroformique e s t  évaporée à s i c c i t é  

e t  deux nouvelles méthylations sont e f fec tuées  à 703C d m  l e s  condit ions précé- 

dentes (14 m l  de s u l f a t e  de méthyle ; 26 m l  de solut ion de soude à 111 g  dans 

208 m l  d eau) . 
- 

(*) - Le s u l f a t e  de méthyle e s t  un dangereux vésicânt  qui do i t  ê t r e  
manipulé avec des gants. L'ammoniaque, en appl ica t ions  locales ,  e s t  un 
excel lent  m t i d o t e .  



Le dern ier  e x t r a i t  chlorofomique e s t  d i s t i l l é  sous pression rédui te  

(0~35 rn de mercure) e t  l a  f r ac t ion  passant à 19SQC e s t  r e c r i s t a l l i s é e  deux 

f a i s  dans l ' é t h e r  de pétrole  : il s ' a g i t  de l 'heptaméthyl O-méthyllactoside 

(point  de fus ion  : 77 - 8 2 0 C  ; 

RESULWTS PERSONNELS 

Après avoi r  appliqué l e  procédé de HAWORTH au l ac tose ,  nous avons 

hydrolysé p a r  1 'acide chlorhydrique 1 n' à 1 GO0C pendant 1 heure l e  produit  

rnéthylé. L appl ica t ion  à l 'hydrolysat  du mode opératoire que nous décrirons 

plus l o i n  (chromatographie s u r  papier  dans l e  système so1vmt de HIRST e t  JONES 

(46) : 2-butanol / éthanol / eau : 5:1:4) nous a permis d ' i d e n t i f i e r ,  ou t re  

l e  2,3,4,6-tétranéthylgalactose e t  l e  2.7,b-triméthylglucose, de nombreux 

produits de méthylation p a r t i e l l e  du galactose e t  du glucose (oses non méthylés, 

mono- e t  dinéthyloses).  

La méthode de HAWORTH ne r é a l i s e  donc pas l a  perméthylation des 

osides 

B - PROCEJDES DE HAWOmH PIODIFIES 

La  méthode or ig ina le  de HAWORTH a subi  de t r è s  nombreuses modifi- 

cations rendues nécessaires  par  l e  caractère  incomplet de l a  méthylation. E l l e  

e s t  généralement u t i l i s é e  pour r é a l i s e r  une méthylation p a r t i e l l e  d 'un oside 

qui e s t  ensui te  parachevée à l l a i d e  de l ' i odu re  de méthyle. Cependant, e l l e  

permet d ' e f f e c t u e r  La r~é thyla t ion  tota.le (*) d'un oside dans ce r t a ines  condi- 

t ions expérimentales qu i  var ien t  avec l a  nature de l ' oside e t  nous décrirons 

successivement l e s  procédés de méthylation, par  l e  su l f a t e  de méthyle, des 

polyosides, des d i g o s i d e s ,  des glycoprotéides . 
1 - METHYLATION DES W L Y O S D E S  

Nous préciserons duis  ce paragraphe l e s  principes généraux t e l s  

que nous pouvons l e s  degager d'expérimentations r éa l i s ées  depuis plus de v i n g t  

années s u r  l e s  polysaccharides. Pcar p lus  de d i t a i l s ,  nous renvoyons à l a  revue 

générale de SHITH e t  MONTGOMERY (47) à laquel le  nous nous scmmes nous-mêmes 

reporté .  -- 
(*)- Gu considérée conme t e l l e  par  l e s  auteurs .  



a - Méthylation des polyosides natifs 

Perméthylation du polyoside 

cd. - En solution aqueuse. Le polyoside e s t  dissous dans l e  minimum 

d'eau e t  l a  solution, additionnée de volumes égaux de su l fa te  de méthyle e t  

de soude à 30 p.100 ( p : v ) ajoutée goutte à goutte (*), e s t  chauffée ' 

8. 49% températures variant de 20 à 60oC , 

Il es t ,  à ce propos, important de respecter la concentration en 

soude car une concentration trop élevée provoque une décomposition du sulfa te  

de mdthyle au préjudice du rendement de l a  réaction : l e s  dérivés sodés des 

fonctions alcooliques ne se forment pas e t  l e  sul fa te  de méthyle se  transfome 

directement en sulfa te  de sodiur;i à p a r t h  de la  soude, sans jouer son r8le de 

donneur de radicaux méthyles. 

p - En présence de solvants organiques. Les polyosides méthylés 

sont insolubles dans l 'eau. Aussi certains auteurs ont-ils préconisé dt effectuer 

l e s  méthylations en présence d'acétone, de benzène, de tétrachlorure de carbone 

ou de dioxane . 
Ncte. REBENFELD e t  PACSU (48) e t  KüRïYAMA e t  coll .  (49) ont employé avec - 
succès l a  diméthylformamide (en présence de benzène) au l i e u  de soude, 

La durée de l a  réaction e s t  généralement de 1 à 2 heures à 40-60°C 

e t  de 6 à 12 heures à l a  température ordinaire. 

A l a  f i n  de la réaction, l e  mélange e s t  pcrté à 1 'ébull i t ion pendant 

20 à 30 minutes pour decomposer l 'excès de sulfa te  de méthyle e t  éliminer l e s  

solvants vo la t i l s  du milieu réactionnel. Généralement, l e  polyoside méthylé 

précipite à ce stade. 

Isolement du polyoside méthylé 

Dans l e  cas des polyosides de poids moléculaire élevé, 1' ébull i t ion 

f inale provoque, comme nous venons de l e  voir  , l a  précipitation du polyoside 

méthylé que l 'on débarrasse du sulfa te  de sodium par un lavage à l 'eau. 

( *  - A 45 p.100 dans le  cas des xylanes . 



Dans l e  cas des oligosides - ou si l a  méthylation n ' e s t  que par - 
t i e l l e  - l e  dé,-ivé méthylé r e s t e  en solut ion dans l 'eau.  On l ' e x t r a i t ,  alors,  

7a.r l e  chlomfome e t  l a  solution chloroformique e s t  privée de s e l s  minéraux 

par lf un des procédés suivants : 

- lavage à l ' e a u  

- dialyse 

- préc ip i ta t ion  du s u l f a t e  de sodium par 1 f addition d 'éthanol (concentration 

f ina le  : 50 à 60 p. 1 00) 

- passage sur des échangeurs de cat ions e t  d'anions e t  évaporation à s i c c i t é  

de l a  so lu t ion  eff luente.  

L'emploi de c e t t e  dernière technique devient indispensable dans l e  

cas d? polyosides solubles dans l ' e a u  e t  aialysables.  En outre, c e t t e  technique 

évi te  l e s  pertes  de glucides partiellement méthylés qui passeraient dans l a  

phase aqueuse l o r s  du lavage de l a  solut ion chloroformique. 

"Cycles f' de méthylation 

Le mode opératoire  que nous venons de décrire représente uïi "cycle 

de méthylationfl. Il conduit généralemnt à un polyoside p r t i e l l e m e n t  méthylé ' 

que l ' o n  soumet à un nombre variable de 'cycles identiques jusqu'à ce  que l e  

taux des groupments I1méthoxy1l - déteminé  par l e s  méthodes de ZEISEL (51) ou .. 
de VIEBOCK e t  co11.(52) (*)- demeure constant. 

Le polyoside perméthylé e s t  a lo r s  e x t r a i t  une dernière f o i s  par l e  

chloroforme e t  p u r i f i é  par  des précipi tat ions fractionnées de s e s  solut ions 

acétoniques, éthanoliques m chloroformiques par  1 addition d ' éther  de pétrole.  

Nous donnons à l a  page 39 l e  schéma général de l a  perméthylation 

d'un. polyhexosane par  l e  procédé au s u l f a t e  de méthyle en présence de soude qui 

a é t é  appliqué pa r  de nor~breux auteurs (voi r  en pa r t i cu l i e r  : HASPINALL, HIR3T 

e t  NICOLSON (53) ; WINALL, HIRST, PERCNAL e t  WILLIBMSON (54) ; HIRST e t  

DUNSTAN (55) ; LPLRSON e t  BiITH (56) ; PERLIN (57) ; SChZUBACH e t  SCHEFFLER ( 5 8 )  ; 

WHISTLER e t  c o l l .  (59) ; WICKBERG (60) ). 

b - Méthylation de  polyosides acétylés  

Pour r é a l i s e r  la méthylation des polyosides en n i l i e u  organique, 

des auteurs  effectuent  l a  réaction s u r  des polyosides acétylés qui sont  solubles 

(*) - On peut auss i  suivre l a  d ispar i t ion  des groupements hydroxyles par  
spectrométrie dans l1 inf ra-rouge (voi r ,  en ~ a r t i c u l i e r  , BISHOP e t  COOPER) 
(61 * 



10 g de polyhexosane dissous dans l e  minimum d 'eau 

+ 15 m l  - e  su l f a t e  de  méthyle 

+ 45 m l  de soude à 30 p.100 ajoutée goutte à goutte en 10 min 

Le mélange e s t  min tenu  au bain-marie à 5OOC sous ag i t a t i on  

vigoureuse . 
10 addi t ions successives de s u l f a t e  de méthyle e t  de s c lu t ion  

de soude sont  effectuées.  

2 )  Chauffage à 100°C pendant 30 minutes 

3) Extract ion au  chlorof ? m e  e t  lavages à l ' e a u  de  l a  solut ion chlorofomique. 

Evaporation à s i c c i t é  de  c e t t e  dernière  

4) . f.lit.isolution du rés idu  dans l 'acétone ou l e  dioxane 

5)  Plusieurs  cycles de néthylat ion corme en 1 à 4 jusqulà taux constant des 

groupments méthoxy 

6 )  Le résidu f i n a l  du polyoside miléthylé e s t  dissous dans l e  minimum de 

chlorofome e t  l a  so lu t ion  e s t  additionnée d ' é t h e r  de p 4 t m l e .  Le p réc ip i t é  

e s t  r e c u e i l l i  e t  séché. 

Note : Généralement, ce procédé f o m i t  un polyoside incomp1èteme::t - 
méthylé. On en achève l a  m .  thy la t ion  en appliquant un procédé 

à 1 'iodure de méthyle (vo i r  pl- l o i n ) .  

Schéna gknéral de  ri~éthylation pa r  l e  

su l f a t e  de méthyle d'un polyoside de poids 

molécuhi re  élevé . 



dans l e s  solvants  organiques. Ce procédé a é t é  appliqué notamment par  HAWORTH 

e t  PERCIVAL (62) au glycogène e t  par  BISHOP e t  COOPER (63) aux gluconannanes. 

C'est  ce dern ier  que nous nous propcscns, à présent ,  de décrire .  

1,S g de glucornannane e s t  acétylé  par 30 m l  d' anhydride acétique 

dans 45 m l  de pyridine. Le mélange e s t  additionné d ' eau  e t  l e  p réc ip i t é  obtenu 

e s t  centr i fugd,  lavé à l ' e a u  e t  séché sais vide. 

Le produit e s t  dissous dans 25 m l  de tétrahydrofuranne r e d i s t i l l é  

e t  additionné de 17 g de soude e t  de 20 m l  de s u l f a t e  de méthyle, a jouté  goutte 

à goutte ,  sous ag i ta t ion .  Le nélange e s t  t r a i t é  une nouvelle f c i s  par  l e s  

némes quant i tés  de r é a c t i f s ,  puis porté  à l ' é b u l l i t i o n  à ref lux pendant 

une heure. 

Dix additions de  soude e t  de su l f a t e  de méthyle sont ensui te  

r é a l i s é e s  s u r  4 jours, avec ag i t a t i on  ccntinue. On ajoute ,  de t~hips à aut re ,  

du tétrahydrof'uranne pour maintenir l a  f l u i d i t é  du milieu. 

On t r x i t e  ensui te  à ref lux peridznt m e  heure. Au refroidissement 

appara î t  un préc ip i té  que l ' o n  r ecue i l l e  par  f i l t r z t i o n  e t  que l ' o n  dissout  

dans l ' e au .  La so lu t ion  aqueuse f i l t r é e  e s t  e x t r a i t e  pendant 24 heures par  l e  

ch1,oroforne. Les phases aqueuses des deux extract ions sont  évaporées à sec  e t  

l e s  résidus sont e x t r a i t s  à nouveau par  l e  chloroforme e t  l e  méthanol, 

Note. Le polyoside n ' e s t  que par t ie l lenent  méthylé par  ce procédé e t  l a  - 
méthylation e s t  a c h e d e  par  l a  méthode à l t i o d u r e  de méthyle ( 6 méthylations 

successives avec 25 in1 d ' iodure de méthyle e t  5 g d'oxyde d 'argent ,  à l l é b u l -  

l i t i o n  pendant 4 heures). 

c - Node opératoire  personnel 

Mous avens t e n t é  d'amélicrer l a  cmdu i t e  de ces méthylations en 

présence de s u l f a t e  de m6thyle. Les opérations sont  en e f f e t  toujours t r è s  

longues e t  il nous a semblk important d ' é v i t e r  de l a i s s e r  séjourner,  pendant 

des temps prolongés, l e s  so lu t ions  à des fortement a l c a l i n s ,  a t t e i n t s  

lo rs  d 'addi t ions  nassives de scdde. Nous u t i l i s o n s  un t i t r a t e u r  autonatique 



à valve électromagnétique ( ~ i t r o m a t i c  Radiometer TTT 1 ) qui  maintient constant 

l e  pH du milleu réactionnel.  Notre mode opératoire  e s t  l e  suivant.  

La réact ion e s t  effectuée d,ms un bécher placé sur un ag i t a t eu r  

magnétique, L'électrode du t i t r a t e u r  e s t  in t rodui te  dans l a  solut ion de 

polyoside e t  1' échelle des pH d ' u t i l i s a t i o n  e s t  f ixée  pour des valeurs  

cornprises ~ n t r e  7 e t  10. L'addition continue de sulfc-te de méthyle e t  de soude 

e s t  cont ra lée  par  deux valves électromagnétiques r e l i é e s  rnn t i t r a t e u r  : quand 

l e  pH e s t  lé&rement supérieur à 10, 1 ' addi t ion de s u l f a t e  de méthyle l e  

ramène dans l ' i n t e r v a l l e  f i x é  ; inversement, par  s u i t e  de l a  consommation des 

r é a c t i f s  (production de s u l f a t e  de sodium à p a r t i r  du s u l f a t e  de méthyle e t  

de l a  soude) 1 'abaissement du pH e s t  compensé p l r  l ' a d d i t i o n  automatique 

de s u l f a t e  de méthyle, 

Qmnd l a  quant i té  calculée de su l f a t e  de méthyle a é t é  ajoutée, 

on maint ient  l e  mélange pendant 24 heures sous ag i t a t i on  jusqu'à ce que l e  pH 

s o i t  s t ab l e .  

Ce procédé "continutt &-vite l a  répé t i t ion  des cyc les  e t  s ' e f fec tue  

dam des conditions qui mettent à l ' a b r i  des dégradations des glucides occa- 

sionnées pa r  une a l c a l i n i t é  t rop  élevée. 

2 - METHKLATION DES OLIGOSIDES (*) 

La méthode au s u l f a t e  de méthyle a é té  adaptée à l a  méthylation de 

d i e r s  ol igosides.  Des modifications ont ,  en e f f e t ,  é t é  apportées aux modes 

opéra to i res  précedent s en vue d obten i r  une mkthylation t o t a l e  en &tan t  une 

dégradation des osides au cours de la réact ion c a r  l a  s u s c e p t i b i l i t é  accrue 

des os ides  de f a i b l e  poids moléculaire vis-à-vis des so lu t ions  a l ca l ines  

nécess i te  des précautions pa r t i cu l i è r e s .  Les ol igosides réducteurs sont ,  en 

e f f e t ,  t rès  ins tab les  en mil ieu a l ca l in ,  bien plus  que l e s  polycsides e t  que 

l e s  osides-osides non r6ducteurs puisque 1 ' i n s t a b i l i t é  en milieu a l c a l i n  e s t  

l i é e  à l a  présence de l a  f m c t i o n  réduetr ice.  

En général,  on & v i t e  l e s  pH suyérieurs à 10 e t  on opère à des  

températures beaucoup plus basses que dans l e  cas des  polyosides. Ces condit,ions 

opéra to i res  diminuent à l a  f o i s  l a  v i t e s se  de l a  réac t ion  e t  l e  rendement. C lest  

pcurquoi beam oup d ' auteurs r é ô l i s  en t , comme dans l e  cas des polycsi des, plusieurs  

t ra i tements  par  l ' i odu re  de méthyle, en f i n  de réact ion,  pour r é a l i s e r  l a  

perméthylation des oligosides.  

(*)- Revue générale : HIRST e t  PIC?.CIVr:JI (64) . 



Cependant, KUHN, BAER e t  G,I-,rHE (65) ont obtenu un dérivé permé- 

thylé du lacto-N-fucopentaose II (*) en u t i l i s a n t  exclusivement comme agents 

de méthylation l e  su l f a t e  de méthyle e t  l a  soude à 40 p. 100, à des températures 

infér ieures  à 4OC. Nous avons, nous-m&me , obtenu une perméthylation du lactose 

en appliquant ce mode opératoire. 

Le protocole expérimental e s t  l e  suivant : 

A une solut ion de 2 g diol igoside dans 30 m l  d'eau, constamment 

maintenue à O°C, on ajoute lentement, sous ag i t a t ion  douce, 30 m l  de su l f a t e  

de méthyle, puis, goutte à goutte e t  pendant 8 heures, sous agi ta t ion  énergique, 

45 m l  d'une sc lu t ion  de soude à 40 p. 100 (p : v) . On a g i t e  encore l e  mélange 

pendant 12 heures à O°C. 

72 m l  de su l f a t e  de méthyle sont de nouveau ajoutés en 2 à 3 heures, 

puis 100 m l  de  soude à 40 p. 1 O0 goutte à goutte en 9 heures à 0°C. Le mélange 

e s t  maintenu sous agi ta t ion  pendant 12 heures à O°C 

Une dernière addit ion de 72 m l  de su l f a t e  de méthyle e s t  réa l i sée  

en 3 heures, en l a i s san t  l a  température renonter à +?OC. On ramène ensuite à 

l a  température ordinaire ,  en plusieurs étapes : 2 heures à +SOC, puis  7 heures 

à 1 7 V  e t  enf in  12 heures à 20-22OC. S i  l e  milieu réactionnel devient t rop 

visqueux, cn ajoute environ 10 ml de chlorof xme, 

On e x t r a i t  ensuite 8 f o i s  par 150 m l  de chloroforme. L 'ext ra i t  

ck'orofomique e s t  lavé 2 f o i s  à l ' e a u  e t  l e s  eaux de lavage réunies, sont  

elles-nemes lavées 4 f o i s  par du chloroforme. Les solut ions chlorofomiques sont 

réunies, séchées sur  carbonate de potassium anhydre e t  évaporées à s i c c i t é  

pendant 12 heures à 1 OO°C sous vide. 

Cette méthode es t  assez longue e t  nécessi te  un contrale  sévère 

de l a  température. E l l e  e s t  néanmoins à r e t e n i r ,  c a r  e l l e  respecte l ' i n t é g r i t é  

des mol.écules d'osides. Cependant, cornie l e s  méthodes précédentes, e l l e  f a i t  

cour i r  l e  r i sque  d'une méthylation incomplète, principalement dans l e  cas d 'oligo- 

s ides  supérieurs. C'est pourquoi, l e s  auteurs appliquent gkéralement aux oligo- 

s ides  (comme, p r é c é d e m n t ,  aux l e s  méthodes %ixtesfl de méthylation, 

assaciant  l e s  procédés au su l f a t e  de méthyle e t  à 1 ' iodure de méthyle. (COURTOIS 

e t  co11.(66) à propos de galactcsides d ivers  ; WHISTLER e t  C O W  (67) méthylent 
-- 

(*)- Le lacto-N-fucopentaose II de IaRN ou polyoside 9 de MOETIIEUIL e s t  un 
const i tuant  n o m 1  de l a  f r ac t ion  glucidique du l a i t  de Femme qui contient,  
outre l e  lactose,  10 à 14 polyosides, responsables de nombreus~s a c t i v i t é s  
biologiques. Voir plus l o i n  notre étude s u r  1 allolactose , page 1 07 . 



l e  galactobiose, i so lé  à p a r t i r  de certains mucilages, par deux traitements 

successifs au sulfa te  de méthyle, suivis de deux "cyclest1 à l 'iodure de méthyle). 

CONCLUSIONS 

On peut donc cmclure que dans l e  cas des o l i p s i d e s ,  l e s  mdthyla- 

tions doivent &t re  ~ f f ec tuées  à basse température, pour évi ter  des dégradations 

dues à l ' a l c a l i n i t é  du milieu. Par a i l leurs ,  l a  néthode au sulfa te  de méthyle, 

qui e s t  lente e t  incoxnplète, do i t  ê t re  uti l is i ie  pour réa l i se r  une néthylation 

pa r t i e l l e  préalable des oligosides qui sont ensuite perméthylés par l ' iodure de 

méthyle. On do i t  donc l a  considérer comne une étape préalable destinée, par une 

méthylation par t i e l l e ,  à prot6ger l e s  asides des dégradations occasionnées par 

1 'iodure de méthyle. 

METHYLATION DU GROUPEMENT PIUCOPOLYOSIDIQUE DES GLYCOPROTEIDES 

La perméthylation de l a  copule glucidique des glycoprotéides n'a pas 

encore é té  réalisée jusqu 'à présent d'une manière sat isfaisante.  D1ap&s l e s  

travaux de Jl3AîJLOZ (68) e t  l e s  n$tres, il seable que l a  méthylation du groupement 

prosthétique pose des problèmes par t icul iers ,  par sui te ,  probablement, d'un r81e 

protecteur que joue l a  partie protéique de l a  mol6cule. En outre, la présence d'une 

proportion élevée (50 à 75 p. 100) d'acides aminés provoque une consommation t rès  

importante de groupements méthylés qui se  fixent préférentiellement sur l es  

fonctions amines desaminoacides e t  sur l e s  l ia isans  peptiàiques. La vi tesse  de 

réaction se t muve alors ra lent ie  car l a  mé thylation du groupement pros thétique 

- s i  toutefois e l l e  e s t  possible - ne pourra se réa l i se r  qu'après avoir saturé 

en groupements méthylés toutes l e s  fonctions aminées de l a  copule protéique. 

(voir  nos résüi tats personnels, page 1 1 2 ) . 
A l a  su i t e  de ses travaux sur  llorosomucoïde, JEANLOZ (69) recommande 

néanmoins d 'opérer à froid ( + 4 O C  ) pour év i te r  une décomposition par t i e l l e  du 

sulfa te  de méthyle e t  une dégradation de l a  molécule en Lj l ieu  alcalin.  

Les resul ta ts  que nous avons obtenus avec l~ovomucoïde nous amènent 

à l a  conclusion que l a  p e d t h y l a t i o n  du mucopolyoside e s t  impossible à réal iser  

avec l e  sul fa te  de méthyle agissant directement sur  l e  glycoprotéide nat i f .  



II - METHYLATION PAR L'IODURF: DE METHYLE ------------ ----------- 

Alors que l a  néthylat ion par  l e  s u l f a t e  de méthyle e s t  effectuge. 

en général ,  en milieu aqueux, l a  méthylation par 1 'iodure de méthyle e s t  

réa l i sée  en phase organique anhydre, ce qui l a  rend diff ici lement  applicable 

aux composés insolubles dans l e s  solvants organiques, comme l e s  glycopro tdides. 

A - PROCECE OFUGINAL DE PURDIE ET IRVIWE (70) 

Une mole de méthylglucopyrannoside sec e t  10 moles d'iodure de 

méthyle sont  dissous dans l e  minimum de méthanol anhydre e t  l a  solut ion e s t  

chauffée à ref lux  B 406C sous agi ta t ion ,  l e  ré f r igérant  é tant  muni d'un piège 

h chlorure de calcium ou à chaux sodée, 5 moles d'oxyde d'argent sec, frdchement 

préparé, sont  ajoutées en 10 additions espacées de 30 minutes. Lf ébul l i t ion  e s t  

prolongée pendant 5 heures. 

Le mélange ref ro id i  e s t  f i l t r é  e t  l e  argentique s u r  lequel 
de/ e s t  adsorbée une proportion importante,dérivés méthylés, e s t  t r a i t é  à ref lux  par 

du chloroforme ou de l ' a c é t m e .  Les solut ions organiques ( f i l t r a t  i n i t i a l  e t  

e x t r a i t s  chloroformiques ou acétoniques) sont  déshydratées par  du s u l f a t e  de 

sodium e t  évaporées à s i c c i t é  sous vide. 

On obtient  un résidu sirupeux qui e s t  soumis à t r o i s  "cycles" iden- 

tiques au précédent après avo i r  é t é  dissous directement dans l ' iodure de méthyle. 

Le résidu f i n a l  e s t  d i s t i l l é  sous pression réduite  (13 mm de mercure) 

e t  l a  f r ac t ion  de PE = 145-150°C e s t  recuei f l ie .  E l l e  e s t  constituée de té t ra-  

méthY1~-D-méthylglucopyrannoside (rendement : 97 p.lOO ; ~d]? = + 1470) 

B - PROCEDES DE PURDIE ET IRVIE3 NODIFIES 

L1adaptation de l a  méthode de PURDIE e t  IRVINE à dif férents  subs t ra ts  

explique que des modifications importantes a i en t  é t é  apportées au procédé or i -  

ginal. Les auteurs ont  recherché, en général, un milieu réact ionnel  énergique, 

favorisant  à l a  f o i s  des fonctions hydroxyles e t  ? a  so lubi l i sa t ion  

des glucides en phase organique. 



Comme dans l e  ca s  de l a  inéthylation par  l e  s u l f a t e  de méthyle, nous 

distinguerons l e s  méthodes q u i  ont é t é  appliquées aux polyosides, aux ol igosides 

e t  aux glycopro t éides . 

1 - lE3TKnATION DES POLYOSIDES 

a - Méthylation des méthylpolyosides -. en présence d'oxyde d 'argent  .-- P -- 
Des procédés dér ivant  directer.imt de la méthode de PURDIE e t  IRVINE 

ont é t é  appliqués largefient pour obten i r  des polyosides perméthylés à p a r t i r  

de polyosides dé jà  par t ie l lement  méthylés par  uhe méthode u t i l i s a n t  l e  s u l f a t e  

de méthyle. 

L'application de la méthode de FURDIE e t  IRVING aux polyosides 

part ie l lement  üiéthylés f a i t  d i spa ra î t r e  cer ta ins  des inconvénients de c e t t e  

méthode. E l l e  permet, en p a r t i c u l i e r ,  de résoudre l e  problème de l a  dissolut ion 

dans l ' i odu re  de méthyle e t  dv i t e  l a  destruct ion par  ce  &ac t i f  de la molécule 

s t a b i l i s é e  par  unp méthylation p a r t i e l l e  préalable.  

Le protoccle expérimental e s t  l e  suivant : 

Le polyoside part ie l lement  rn&.thylé ,obtenu selon l e  mode opératoire  

précéde~~immt ddc r i t  (voir  page 39), e s t  dissous dans 1 4 f o i s  son poids d' iodure 

de méthyle. On ajoute  éventuelleïnent de l 'acétone ou d u  aéthanol  s i  l e  composé 

s e  d i s s o u t  d i f f i c i l enen t .  La so lu t ion ,  additicnnée de s u l f a t e  de calcium ou de 

s u l f a t e  de s o d i w  anhydre pour assurer  l a  déshydratation du mil ieu,  e s t  ensui te  

chauffée à re f lux  e t  sous a g i t a t i o n  pendant 12 à 20 heures. Pendant c e t t e  p4riode 

quatre à cinq addi t ions dlcxyde d 'argent ,  fraîchement préparé, cbrrespondant à 

2 à 4 f o i s  l e  poids du produit  de d&par t ,  sont effectuées toutes  l e s  t r o i s  à 

quatre heures. Le ~ é l a n g e  r e f r o i d i  e s t  ensui te  f i l t r é  e t  l e  f i l t r e  e s t  l avé  avec 

du chloroforme chaud. Le f i l t r a t  e s t  évaporé à sec  e t  peut ê t r e  redissous dans 

l ' i o d u r e  de aéthyle  pour & t r e  s o a i i s  à un nouveau uycle. 

Note. Au cours de l a  rdaction s e  forment souvent des  s e l s  d 'argent  colloïdaux. On - 
l e s  élimine aisément par  l ' a d d i t i o n  contr8lée d ' é the r  de pé t ro le  à l a  so lu t ion  

chlorofomique. Les s e l s  d 'a rgent  prec ip i ten t  avant l e  dér ivé  riéthylé e t  sont  

séparés par  f i l t r a t i o n  ou par centr i fugat ion.  



b - Méth'rlation en présence de sodium dans l ' amon iac  l i au ide  (*) 

La méthode e s t  fondée s u r  l a  réac t ion  d 'a lkyla t ion  des a lcools  dans 

ltariinoniac l iqu ide ,  connue depuis 1924 (WHITE, PIORIIISON e t  ANDERSON (71 ) ) selon 

l e  procédé de WILLIAMSON (72). Le principe e s t  l e  suivant : 

RONa + ICA3 -- ROCE3 + 

Lta lcoola te  s e  forme par  act ion du sodium dans 1 lanmoniac liquide. 

La  méthylation s ' e f fec tue  ensui te ,  s u r  c e t  a lcoola te ,  par  1 'action de 1 'iodure 

de méthyle. 

Les réact ions ( 1  ) e t  (2 )  peuvent tstre r éa l i s ées  simultanément en 

prdsence d'ammoniac l iqu ide  (méthodes de FREUDENBERG e t  BOPPEL (73) e t  de HODGE 

e t  c o l l .  (74) ). Cependant, une &tude c r i t i que  des étapes de l a  r éac t ion  avai t  

conduit  MUSKAT (76) ,  FREUDENBERG e t  RAPP (77) e t  FRERJDENBERG, PLANKENHOW e t  

BOPPEL (78) à admettre l f é v e n t u a l i t é  d'une méthylation incomplète s'accompagnant 

de l a  f o m a t i l n  d 'iodure de t étranéthylanmonium e t  d ' iodure d ' praonium, survenant 

à l a  s u i t e  d'une réac t ion  sgcmdaire ,  plus rapide que l a  réact ion 1 , entre  

l ' i odu re  de méthyle e t  l'ammoniac. C ' e s t  pourquoi l!USI(ILT (79) recommandait, 

er~ 1934, l t ?  procédé général suivant : l a  première étape d 'a lkylat ion e s t  r éa l i s ée  

dans l'atmoniac l i qu ide  puis  on passe à l a  seconde Qtape, qu i  e s t  l a  méthylation 

proprement d i t e  par l ' i o d u r e  de méthyle, dans un solvant i n e r t e  à la  température 

ordinaire, après  1 'élimination de 1 1  ammoniac, 

FREUDENBERG e t  BOPPEL (80) e t  HODGE , KARJAZiO e t  HILBERT (81 ) ont 

d é c r i t  l e  p=océdé suivant  de méthylation dans l3 ammoniac l iqu ide .  

10 g d'amidon sec  sont ag i t é s  avec 600 a1 d'ammoniac l i q u i d e  anhydre, 

dans un vase de DEWAR. La température e s t  vo is ine  de -35OC , Sept addi t ions  

successives de sodium e t  d ' iodure de méthyle son t  ensui te  r éa l i s ées  dans l es  

c m d i t i o n s  suivantes: 

1 ) 1'8quivalent de 2 atomes de Na par  u n i t é s  d'anhydroglucose e s t  a jou té  

par  p e t i t s  fragments, à une fréquence' t e l l e  que l a  quant i té  de sodium l i b r e  

( v i s i b l e  par  l a  colorat ion bleue du mélange réact ionnel)  s o i t  consornée en 15 

minutes, par  l ' a d d i t i o n  gout te  à goutte d ' iodure de méthyle. La t o t a l i t é  de l a  

réac t ion  de subs t i t u t ion  n'excède pas une heure. 

(*) - Voir l a  revue genérale de TIPSON (75) 



2) Les additions u l t é r i eu res  de sodiun se  fon t  dans l e s  conditions suivantes : 

1,8 atome de NP. par uni té  dlanhydroglucose pu i s l ,4  e t  O,8  atomes de sodium. 

L'amidon méthylé insoluble e s t  sépari ,  par aspirat ion du l iquide 

surnageant e t  l e  résidu so l ide  e s t  lavé avec de l'amoniac l iquide.  On prockde 

ensuite  à de nouveaux traiteïnents par 1,4, puis 1 ,O , puis 0,8 atome de sod im 

par molécule d'anhydroglucose. 

S i  des nouveaux traitements sont nécessaires ,  on recuei l le  de nouveau 

l e  composé insoluble e t  on r é a l i s e  de nouvelles adci t ions de sodium de 1 puis 

de O,8 atome de sodium par molécule d'anhydroglucose. 

La f i n  de l a  méthylation e s t  marquée par  l ' appar i t ion  d f m e  colo- 

r a t i c n  bleue persis tante l o r s  de l ' addi t ion ,  au mil ieu réactionnel,  de sodium 

en excès. 

Le résidu f i n a l  e s t  séché à l ' a i r ,  puis  sous vide. Il e s t  ensuite 

p u r i f i é  par des extractions è l ' e au  chaude suivies  d'une c r i s t a l l i s a t i o n  par 

1 'addition d f  é ther  de pé t ro le  à p a r t i r  de s a  solut ion chlorofomique. Poids 

f i n a l  : 10 à 11 grammes. 

Ce procédé a donne d 'excel lents  r é s u l t a t s  (VAN CLEVE e t  al. (82) ; 
WOLF'ROM tt  al. (83).  Son i n t é r ê t  réside dans s a  r ap id i t é  : l a  réaction s e  produit 

en e f f e t  en quelques minutes. Cette technique s'applique cependant plus d i f f i -  

cilement aux micromolécules glucidiques dont l e s  dérivés méthyl6s sont sirupeux. 

Leur  isolement Liécessite donc l 'é l iminat ion de l l m o n i a c  par  d i s t i l l a t i o n  e t  

des s e l s  de sodium du résidu par des extractions chlorofozmiques. 

c - Méthylation des polyosides sous la. forme de con~plexes du thallium -.- - 
Le procodé de MEMZIES (84) de néthylation des composés hydroxylés 

sous fome  de l eu r s  s e l s  de thallium a é t é  adapté, notamment p a r  HIRST e t  JOhUTES 

( 8 5 ) ,  à la méthylation des polyosides non réducteurs. L'addition d'hydroxyde 

de thallium à une solution aqueuse de polyoside l e s  préc ip i te  généralement 

sous l a  f o m e  de complexes du thallium. S i  ceux-ci ne préc ip i tent  pas, on l e s  

i s o l e  par  précipi tat ion éthanolique ou par évaporation à s i c c i t é .  

On réa l i se  ensuite  l a  méthylation en t r a i t a n t ,  par  l ' iodure  de méthyle 

à l t é L u l l i t i o n ,  l e  llsel" de thallium sec.  Quand l a  réaction e s t  t r è s  l e n t e ,  

on peut opérer à 100eC en tubes sce l lés .  



La f i n  de l a  réaction e s t  marquée par l e  virage de l a  coloration du 

milieu réact icnnel ,  du brun au jaune c l a i r ,  correspondant à l a  formation de 

l ' iodure de tba l l iun .  Habituellemnt , l e  polyoside perméthylé précipi  t e  e t  on 

l e  recuei l le  par  f i l t r a t i o n .  S i  un nouveau cycle e s t  nécessaire,  on t r a i t e  au 

préalable l e  composé par t ie l lenent  méthylé par l'hydroxyde de thallium. 

Le mode opératoire de HIRST e t  JOBXS (86),  appliqué à 1' étude 

d'un complexe arabane - acidepectique du Pois, e s t  l e  suivant : 

30 g de polysaccharide sont  dissous dans l ' e a u  e t  450 m l  d'hydroxyde 

de thallium (*) sont ajoutés, sous agi ta t ion  énergique e t  à l l obscur i t é .  Après 

un séjour de 2 heures à 20W, on f i l t r e  e t  l e  résidu sol ide e s t  lavé à l l a l c o o l  

e t  séché à 60%' sous vide. 

L e  composé jaune c i t ron  (98 g , contenant 49 g de thallium dosable 

par  1' acide sulfurique en présence de phénolphtaleïne) e s t  pulvérisé e t  t r a i t é  

à ref lux  pendant douze heures par 1' iodure de méthyle, en présence de méthanol 

r e d i s t i l l é  e i  à l 'obscur i té  (dans l e  cas où l ' o n  opkre à température élevée 

e t  sous pression, on ajoute de l'oxyde de thallium ou de 1 'oxyde d'argent pour 

év i t e r  une ac id i f i ca t ion  du n i l i eu  au cours de la réact ion) .  Le solvant e s t  

ensui te  éliminé à 30°C sous pression réduite  e t  l e  résidu e s t  r ep r i s  par  200 ml 

d'une so lc t ion  bercénique dféthoxyde de thallium à 30 p,100 * 

Après d i s t i l l a t i o n  du benzène, l e  résidu e s t  t r a i t é  par 1 ' iodure 

de méthyle dans l e s  mêmes conditions que précédenment. 

La méthode présente un i n t é r ê t  cer ta in  dans l e  cas de polyosides 

qui ne peuvent Q t r e  t r a i t é s  par l e  s u l f a t e  de méthyle en présence de soude à 

cause de l e u r  i n s t a b i l i t é  on milieu a l c a l i n  (cas des acides pectiques,des acides 
1 

alginiques ou encore du groupement prosthétique de certains glycoprotéides) ou . 

de l e u r  in so lub i l i t é  t o t a l e  en milieu aqueux. 

2- METHYLATION DES OLIGOSIIBS 

Les oligosides se  prêtent  t r è s  bien à l a  néthylat ion d i r ec te  pas 

l ' iodure de méthyle. Ils sont,  en général,  aisément solubles, en phase organique 

à chaud e t  1' act ion énergque de l ' i odure  de méthyle permet l 'ob tent ion  rapide 

- - - - --- - - - -- 

(*) - Lfhydroxyde de thallium peut ê t r e  préparé s o i t  par barbotage dlokygène 
dans de l ' e a u  bouillante contenant du thallium métallique ( l a  réaction, t r è s  
l en te ,  e s t  su iv ie  par un dosage acidimétrique d 'une quantit  6 al iquote) ,  s o i t  a 
p a r t i r  du s u l f a t e  de thallium en présence de baryte suivie d'une purif icat ion . 
s u r  résine. 



de molécules pernathylées. Les méthodes d i f f è r en t  essen t ie l lenen  t par 1' agent 

a l c a l i n  u t i l i s é .  

a - Méthylation en présence - de sodiun 

L a  méthode or ig ina le  de FREUDEKBERG e t  HMOK (86) qui conduisit  à 

l a  prgparation d'ccta-0-néthylsaccharose a é t é  repr i se ,  en 1954, par  BREDERESCH 

e t  c o l l ,  (87). Le mcde opératoire e s t  l e  suivant  : 

5 g de saccharose partiellement rnéthylé (45 p. 100 de groupement 

néthoxy) sont  dissous dans 50 m l  d ' é the r  ctnhydre e t  ag i t é s ,  pendant plusieurs  

heures,  avec 1 g de fragments de s o d i u ~ ,  Après un contact d'une n u i t  à l a  

temperature ord ina i re ,  l e  sodiurn n'ayant pas réagi  e s t  éliminé e t  l e  surnageant 

e s t  i n t rodu i t  dans un f lacon contenant 10 m l  d ' iodure de méthyle. Le mélange 

e s t  évaporé sous pression rédui te ,  jusqulà l 'ob ten t ion  d'une pâte.  

On ajoute  a lo r s  25 m l  d f i o d w e  de rnéthyle e t  l a  solut ion e s t  agi tée 

p lus ieurs  heures,  puis abandonnée pendant 24 heures à l a  température du labo- 

r a t o i r e .  L 'addi t ion d 'un volume égal d ' é ther  anhydre prec ip i te  a l o r s  lf iodure 

de sodiun formé au cours de l a  réact ion.  Il e s t  f i l t r é  e t  l avé  à l ' é t h e r .  Les 

f i l t r a t s  rasseablés  sont évaporés à 30-40°C, puis  r ep r i s  par  l ' é t h e r  de pétrole.  

Après f i l t r a t i o n  s u r  charbon, on obt ien t  l'octa-0-méthylsaccharose (54,48 p. 100 
20 

de O M ~ )  qui s e  présente à l ' é t a t  de s i rop  jaunatre ( ~ , 4  g -[dl = + 6 8 ~ ~ )  . 
D 

b - Métl~ylation en présence de dh6thylformmide - 
S.  

d - Méthode m, TRISCDWJ e t  LOW (88) -. -.. . . 
KUHN, TRISCHNU e t  LOW ont propose, en 1955, l a  méthode suivante 

de méthylation des oligos ides  qui e s t  applicable égalenent aux polyosides. 

10 g de glycoside sont i n t rodu i t s  dans un f lacon ,  muni d'un bouchon 

rôdé e t  sont dissous dans 1 20 m l  de diméthylformaaide (DEFA). On a joute  45 m l  

d ' iodure de méthyle à 2OUC e t  45 g dloxyde d 'argent  par addi t ions successives 

effectuées en 15 minutes sous ag i t a t i cn  vigoureuse. (kprès l ' add i t i on  d'environ 

20 g d1Ag20 , l a  température a t t e i n t  30°C ; on r e f r o i d i t  l e  f lacon pour év i t e r  

de dépasser c e t t e  tenp4ratm-e) . 
On a g i t e  ensui te  pendant 12 heures. On centrifuge e t  on lave  l e  

résidu par 50 m l  de  chloroforne. La so lu t ion  surnageante de dirnéthylfomamide 



e t  l e  chloroforme des lavages sont  rassemblés e t  lavés, en plusieurs  f o i s ,  

par 500 m l  d'eau ccntenant 5 g de cyanure de potassiuni. La phase aqueuse e s t  

lavée 5 f o i s  pa r  100 nl de chlorofome. Ces phases chlorofomiques, rassemblées, 

sont séchées sur su l f a t e  de sodiun anhydre e t  évaporées à sec,  

p - Méthode de KüHN, BPER e t  GAUHE (89) 

KUIW, BAER e t  GAUHE ont modifié l a  méthode dès l 'année suivante, 

pour obtenir  l a  perméthylation du lacto-6-fucopentaïtol 1 , provenant de l a  

réduction du lacto-Lfucopentaose 1 du l a i t  de Femme. Le mode opératoire e s t  

l e  s u i v m t  : 

2,1 g de fucopentaïtol (obtenu par  réduction du pentaose pa r  l e  

borohydrure de scnt dissous dans 60 m l  de DIVA anhydre, 20 m i  

d'iodure de méthyle e t  20 g d'kg O sont  ajoutés en 20 uinutes par p e t i t e s  
2 

portions à la teapérature o rd imi re .  On ag i t e  ensuite pendant une nu i t .  

5 m i  d'iodure de méthyle e t  5 g d'oxyde d'argent sont a lo r s  ajoutés 

au n i l i e u  réact ionnel  e t  on poursuit l ' a g i t a t i o n  encore pendwt 8 heures. On 

décante, on f i l t r e  e t  on lave soigneusment l e  f i l t r e  (ou l e  p réc ip i t é  si on 

a centrifugé) pa r  l e  chlomfome. 

On abandonne ensuite pendant 18 à 24 heures à + 4 O C  : l e s  s e l s  

d ' a rgm t colloïdaux e t  l e s  forroyl-dérivés c r i s t a l l i s e n t .  On élimine l e s  cr is taux 

par f i l t r a t i o n  e t  on lave à l ' e a u  l a  phase chiomfomique pour éliminer l e s  

dernières t races  des dérivés de la diméthylformamide. On sèche su r  s u l f a t e  de. 

sodium anhydre. 

On évapcre ensuite  sous vide. Le rés idu ,  brunâtre, e s t  a l o r s  repris 

deux f o i s  par 20 à 30 m l  dt icdure de méthyle, 5 g dtAg20 e t  3 g de s u l f a t e  de 

calcium anhydre. On porte deux f o i s  à 1 ' ébu l l i t i on  à ref lux  pendant 4 heures. 

Après f i l t r a t i o n  e t  lavege du résidu insoluble aper. dh .nblmmforme, 

l ' o s ide  perméthylé e s t  obtenu par dvaporation à sec du f i l t r a t  e t  des e x t r a i t s  

chlorof omiques . 
Rctre étude cr i t ique  des procédés de pernéthylation (voir  page 

104 ) nous a conduit à adopter c j t t e  dernière technique, qui fou rn i t  à coup 

sûr des di- e t  t r iholos ides  peméthylés. El le  présente en outre 1 'avantage 

d ' 8 t r e  rapide. 



c - Méthylation en présence de baryte ou de s trontiane 

KüHN, BAER e t  SEELIGER (90) e t  BOFIEKG (91) ont r é a l i s é  l a  pemé- 

thyla t ion  de diholosides (en p a r t i c u l i e r  de l a  1;-acétyl-lactosamine) en un seul 

cycle de néthylation par 1 'iodure de ~ lé thy le ,  en présence de baryte e t  de dimé- 

thylfornamide. Le mode opératoire e s t  l e  suivant ; 

5 g de N-acétyl-lactosamine sont m i s  en suspension dans 15 m l  

d ' iodure de méthyle e t  18,4 g d'oxyde de baryum sec. On ajoute 50 ml de diméthyl- 

fornamide s a b r é e  en hydroxyde de baryum. On chauffe une heure à 407C, puis  on 

maintient Fendant 5,5 heures sous agi ta t ion ,  à l a  température ordinaire. Ap&s 

une extract ion par  500 m l  de chloroforme, on lave t r o i s  f o i s  l ' e x t r a i t  chloro- 

fornique par 100 m l  d'eau e t  l e s  eaux de lavage sont repr ises  t ro i s  f o i s  par  

50 nl de chloroforme. On sèche l ' e x t r a i t  chlorofornique s u r  su l f a t e  de sodium 

anhydre. 

Note 1 - La baryte e t  l'oxyde de baryum peuvent ê t r e  remplacés par l a  s trontiane 

e t  l 'oxyde de strontium. 

Note 2 - Selon mT e t  T R I S C W  ( c i t é  par EGGE (92) ) l a  cinétique de la  réaction - 
de méthylation de diholosides en présence du mélange de DMF'A, Ba0 , B ~ ( o H ) *  e t  

ICH (respectivement 30 m l ,  4,5 g , 1,8 g e t  6 m i  pcur 1 gramme de lac tose)  
3 

indique que l a  réact ion e s t  t o t a l e  après 2 heures d 'ébul l i t ion .  Nos r é s u l t a t s  

ont é t é  bien d i f f é ren t s  (voi r  page 103) . 

3 - METHYLATION DU GROUPEDENT WCOPOLYOSLDIQUE DES GLYCOPROTEIDES 

La néttiylation d i r ec te  des glycoprotéides par 1 'iodure de méthyle, 

en mil ieu anhydre, e s t  impossible par s u i t e  de l a  dénaturation instantanée de 

l a  molécule de glycoprotéide en phase organique. Pour obtenir une molécule 

soluble en milieu organique, il convient donc de r é a l i s e r  un cer ta in  nombre de 

cycles préalables de méthylation par l e  s u l f a t e  de méthyle (10 pour l'ovomucoïde, 

à température ordinai re ) . 
. Jusqu ' à prdsent , seul  1 ' ovonucoïde, 1 ' ovalbumine e t  1 ' orosomucoïde ont 

é té  soumis à l a  méthylation en vue d 'études s t ruc tura les .  

a - Métfivlation de l'ovomucoïde 

Zn 1942, STACEY e t  WOOLLEY (93 i*' ont r é a l i s é  l a  méthylation d i r ec te  

de 1 ' ovoaucoïde par  l e  procédé mixte en a p p l i q a n t  Le mode opératoire suivant : 

(*)- Voir aussi  BRAGG e t  HOUGH (94) qui ont, en outre, méthylé 1 'ovalbumine 



A 25 g d f  ovonucoïde dissous dans 200 &il d ' eau, on ajoute  300 ml 

de té t rachlorure  de carbone e t  100 in1 de s u l f a t e  de méthyle. On ag i t e  vigou- 

reuscmnt à 4SSC e t  on in t rodui t  gout te  goutte,  en 1 heure,  200 m l  de soude 

à 35 p. 100. Après une nouvelle addi t ion de 100 n l  de a l f a t e  de méthyle, on 

a joute  de nouveau en 2 heures 200 m l  4e soude à 35 p.100 . On ag i t e  ensui te  

2 heures à 607C . 
Le produit  ~néthylé  p réc ip i t e ,  en in&me temps que l e  s u l f a t e  de 

sodium en excès. On f i l t r e  e t  on e x t r a i t  l e  préc ip i té  par  wi l i t r e  d'acétone. 

Après neu t r a l i s a t ion  par  l ' a c i d e  sulfùr ique d i l u é  e t  f i l t r a t i o n ,  on évapore à sec. 

Le résidu e s t  dissous dans 400 m l  dfac6tone/eau ( v/v ) e t  on ajoute  

160 n l  de su l f a t e  de méthyle , 200 r n l  de so lu t ion  de soude à 35 p.100. Un 

nouveau cycle e s t  éffectué , identique au précédent . 
Après extract ion par  l 'acétone,  l e  r6sidu grmeux fou rn i t  un s i rop  

par d i sso lu t ion  dans 1.e chloroforne. On préc ip i te  par l ' é t h e r  de pé t ro le  l a  

so lu t ion  chlomfornique . 
Le p réc ip i t é  obteru e s t  t ra i . té  3 f o i s  par  l ' i odu re  de méthyle en 

présence d'oxyde d'argent. Le p réc ip i t é  que 1 ' on obt ient  pa r  une nouvelle 

prkc ip i ta t ion  par l ' é t h e r  de pé t ro le  e s t  considéré, par  l e s  auteurs ,  colme de 

1 ' ovomucoïde pemethylé . 

b - Méthylation d e  1 ' orosomucoïde 

La méthylation de  lforosooîucoYde a é té  r éa l i s ée  pa r  JEANLCZ e t  co l l .  

(95). Les procédés appliqués par  l e s  auteurs sont  d i f f é r en t s  d'une expérimen- 

t a t i o n  à l ' au t r e .  Cependant, en règle  génirale ,  i ls effectuent  un grand nombre 

de l'cycles" de rnéthylation p r  l e  s u l f a t e  de zqéthyle à basse température 

( 0-2OC ) e t  tentent parfois  d'achever l a  uzéthylation par  17!odure de  méthyle 

(voir  p. 43 ) 

III - ~TiYLATIOl PAR IL?1 DIAZOMETIifiB ------- ----- ------------- ---- 

La réact ion de néthylnt ion des hydroxylts par  l e  diazométhane 

( HOUGH e t  THEOBD) (95) s f & c r i t  : 



Ce procédé séduisant ne trouve cependant que des applications t r è s  

l imitées dans la chimie des glucides à cause des r é su l t a t s  extremenent 

inconstants auxquels il conduit. Il a é té  appliqué à l a  mhthylation des polyosides 

e t  à l a  néthylosidation des oses e t  des oligosides. 

1 - Méthylation des polyosides 

Le diazométhane (*) rnéthy?,e préférentiellement les groupes hydroxyles 

des conposés qui présentent un caractère acide. La méthode convient donc 

particulièrement bien à l a  mé thylat ion des polysaccharid es riches en acides 

uroniques, corme l e s  acides alginiques (LUCAS e t  STEWART) (97) ou l e s  pectines 

(DEUZL e t  c o l l .  (98) e t  VOLLMERT (99) ) . En règle générale, l e  diazomdthane 

p e m  t des e s t é r i f i ca t ions  quanti tat ives na i s  l e s  é thér i f ica t ions  son t  toujours 

pa r t i e l l e s .  Les sucres non réducteurs e t  l e s  polysaccharides sont méthylés 

par t ie l lenent  e t  au hasard. L 'access ib i l i té  des groupes hydroxyles du polymère 

e s t  fondamentale : c t  e s t  a i n s i  que plusieurs  cycles au diazométhane, appliqués 

au coton anhydre provoquent une niéthylation nax imle  de 6,5 p. 1 O0 seulement 

(CROON) (1 0 0 )  mais l e  coton mercerisé s e  mQthyle, dans l e s  menes conditicns, 

à 14,8 p.lOO (HEAD) (102) . 
Lteau, l e  méthanol, l e  cuivre, l e  bore amorphe, l e s  a l c a l i s  sont 

des catalyseurs de la réaction. 

Procédé de mAD ( 1021 

HEA. a appliqué l e  protocale expérimental suivant à la  méthylation 

de l a  cel lulose par  l e  diazonéthane. 

Le coton e s t  t r a i t é  pendant 10 heures à ref lux  par  une sc lu t ion  de 

soude à 2 p.100 . On l e  lave ensuite à l ' e a u  e t  on l e  sèche sous pression réduite  

sur anhydride phosphorique. 

A un mélange maintenu à O°C de 2,5 m l  d'eau e t  100 m l  d '  é ther  anhydre 

contenant du diazométhane à l a  concentration 0,S M on ajoute 1 g de coton 

t r a i t é  par l a  soude. Le flacon e s t  bouché par  un caoutchouc m u n i  d'un tube capil- 

l a i r e  court e t  maintenu pendant une semaine à O°C . On lave ensuite l e  coton à 

l ' é t h e r  sec e t  sous a i r  sec. On l e  t r a i t e  finalement perdant 1 heure par  une 

solut ion d'acide acétique à 10 p. 100 e t  on l e  sèche sous pression réduite .  

- - 

(*) - Le diazométhane e s t  prgparé extemporanément, à p a r t i r  de l a  
N-nitroso-N-méthyl urée, par l a  méthode de ARPYIDT (1 O?) 



Six traitements identiques sont réa l i sés ,  pour obtenir  finalement 

14,9 p.100 de groupes méthcxy, s o i t  un degré de subs t i tu t ion  de 0,84 p.100 , 

20 - Néthylosidation des oses e t  des oligosides 

Le diazométhane a é té  u t i l i s é  par KUHN e t  co l l .  (104) pour r éa l i se r  

l a  méthylosidation d 'oses e t  dtol igosides.  Le mode opératoire es t  le suivant ,  

appliqué à l a  N-acétylglucosdne : 

2 g de 2-acétddo-2-désoxy-D-glucose sont dissous dans 25 m i  df  eau 

e t  100 m l  de méthanol. On maintient l a  solut ion à O°C e t  on t r a i t e  avec du 

diazométhane obtenu à p a r t i r  de 20 g de K-nitroso-N-méthylurée en solut ion dans 

200 nl dié ther ,  Un dégagement important d'azote se  produit e t  l a  solution s e  

décolore en revenant progressivenent à l a  température ordinaire  en une nuit .  

Le &sidu obtenu par évaporation sous pression réduite  e s t  dissous 

dans 20 nl de méthanol e t  quelques gouttes d'eau. Une nowef le  méthylation es t  

r é a l i s é e  en une nu i t ,  avec une solut ion éthérée de diazométhane, préparée à 

p a r t i r  de 8 g de N-nitroso-Ihéthylurée. Le produit séché sous vide e s t  dissous 

dans une quantité ninimale de méthanol sec (environ 10 nl) e t  cn ajoute 1 
lentement de l ' é t h e r  sec pour obteni r  un pr6cipi té  persis tant  (environ 6 volumes). 1 

Le préc ip i té  e s t  p i r i f i é  par une r e c r i s t a l l i s a t i o n  dans l e  n-butanol ~ 
e t  par  deux r e c r i s t a l l i s a t i a n s  dans 1' éthanol absolu. On obtient  du P-~-méthyl- 1 

20 
N-acétyl-glucosaminide pur ([q = - 4 3 O  ) après chmnatogrphie  sur  charbon 

D 
(DARCO - G 60) suivant l e  procid4 déc r i t  par WHISTLER e t  DURS0 (105) . 

CONCLUSIOW 

Llemploi du diazométhane e s t  à réserver essentiellenient à l a  

méthylosidation des oses e t  à l a  riléthylation des polyosides acides. Dans ce 

dernier  ces,  l a  réaction reste, toutefois ,  pa r t i e l l e .  



Mous pouvons conclure de ce t  exposé dd ta i l l é  que l e  nombre important 

de techniques proposées montre assez l e s  d i f f i c u l t é s  que 1 'on rencontre dans 

l a  méthylation des glucides. S i  l a  peméthylation des oligosides se r é a l i s e  

drune manière relat ivenent  aisée, l e  r é su l t a t  e s t  bien d i f f é ren t  dans l e  cas 

des nolécules plus inportantes e t  plus complexes de polyosides où l ' o n  s e  

heurte,  généralement, à des problèmes l i é s  à des eripêchenents s tér iques ou 

à la l a b i l i t é  de cer ta ins  glucides e t  l ' o n  peut affirmer q u ' i l  n ' ex i s t e  pas à 

1 'heure ac tue l le  de néthode générale s a t i s f  a i s m t  e de peméthylation . 
Toutefois, une néthylation poussée ou to t a l e  d'un glucide peut 

ê t r e  r éa l i sée  à l a  condition d 'associer  l e s  méthodes au s u l f a t e  de méthyle e t  

à 1 'iodure d 'argent.  La prenière, plus douce, s t a b i l i s e  l a  molécule glucidique 

e t  permet s a  dissolut ion dans l ' iodure  de méthyle e t  dans l e s  solvants orga- 

niques u t i l i s é s  au cours des aethylat ions.  La s e c ~ n d e ,  plus bru ta le ,  mais plus 

eff icace,  achève - en principe - l a  néthylat ion du glucide, Cependant, on ne 

peut acquérir,  en aucun cas, l a  cer t i tude  que l a  perméthylation a é t é  réa l i sée  

e t  l e s  rksu l t a t s  fournis  par l e s  néthodes de méthylation des glucides doivent 

donc & t r e  in terprdtés  avec l a  plus grande prudence. En outre, on effectuera 

systématiquement, au cours des d i f férentes  étapes de l a  d t h y l a t i o n ,  l e  dosage 

des groupes tfm4thoxyff (*) . La s t a b i l i s a t i o n  du taux de ces derniers  s ignalera,  

en e f f e t ,  l a  fin de l a  méthylaticn sans touts fo is  préc iser  d'une nanière 

certaine s i  cel le-ci  e s t  complète. 

Ce mémoire é t a i t  en cours 3e mise en page quand e s t  paru 

un a r t i d e  de WALIEITFELS, BECHTLER, KUHN, TRISCHMANN e t  EGGE 

(105 b i s )  dans lequel  sont d é c r i t s  de nouveaux procédés de 

rriéthylation des glucides. Nous l e s  avons f a i t  f igu re r  dans 

l'Appendice no 2 (page 96) . 

(*) - Voir "Appendice no 1 de l a  page suivante . 



FIETHODES DE DOSAGL DES GROLTEPBNTS "~WT%OXYt' 

Le dosage des groupenents "néthoxy" e s t  d'une importance fondamentale 

dans l a  dé t emina t ion  du taux de subs t i t u t ion  des fonctions hydroxylées des 

glucides en cours de rnéthylation. Zn e f f e t ,  s eu l e  l a  constance du nonbre des 

groupenents "néthoxytt pemet  de conclure que l a  rnéthylation e s t  maximle , sans 

q'il s o i t  possible ,  tou tefo is ,  d 'acquérir  l a  ce r t i t ude  qu ' e l l e  s o i t  t o t a l e .  

Le dosage des gmupenents "néthoxyt' a f a i t  l f o b  jet d'une revue gén& 

m i e  de LkViGR e t  WGLFRON ( 1 06 ) . 

PRII'KIPE DES MESHODES 

Les gxoupeizents 'lrLiéthoxyll sont  r é d u i t s  en iodure de néthyle par  

l ' a c ide  iodhydrique qui e s t  ensuite dosé par l ' u n  des procédés suivants  : 

1 - L'iodure de méthyle e s t  entraen6 par  XI, courant de gaz carbonique e t  donne, 

par  barbottage dcms une so lu t ion  de n i t r a t e  d a rga  t , un p réc ip i t6  d ' iodure 

d J  argent que 1 on pèse. 

2 - L'iodure de riéthyle e s t  en t ra îné  dans une so lu t ion  de brome e t  l ' a c i d e  

iL)dique formé e s t  dosé par iodométrie. Les schémas des réact ions sont l e s  suivants: 

B r  1 + 2 B r 2  + 3 H20 ->IO$ + 5 B r  H 

10 H +5KI + 5 HCOOH - - j 3  I2 + 5 HCOOK + 3 H r O  
3 2 

On v o i t  que 6 mol6cules d 'hyposulf i te  de sodim correspondent à un 

groupenent "méthoxyft . . . 
Ce principe a é t é  appliqu& par  VIEBOCK e t  BRECHER ( 1  07) à l a  n i se  au 

point d 'une nicromé thode de do sage des poupenent s "néthoxy" . 



3 - Une modification au pr incipe précédent a é t é  apportée par  HOFEULN e t  

WOLFROM (108) pour é v i t e r  d 'éventuel les  dégradations en mil ieu acide des glucides 

méthylés . 

1 @- Matériel  

L'appareil  d e c r i t  par  HOFFMDJi e t  WOLFROM (1 09) (figure 14, page 58) 

e s t  l e  plus g6néralement u t i l i s é .  

2'- Réactif  

a - Solution d 'acide iodhydrique 
, 

150 m l  d 'acide iodhydrique ( de = 1,5  ), addit ionés de 3 m l  d'acide 

hypophosphoreux à 50 p.100, sont d i s t i l l é s  dans un appare i l  en verre ,  sous lm 

ccurant l e n t  de gaz carbonique. Le d i s t i l l a t  passant à 1273C e s t  r e c u e i l l i  par 

f r a c t i o n s  de 10 m l  dans des  tubes en ver re  Pyrex qui sont  immédiatement soudés 

au chalumeau. L'acide iodhydrique, dont l a  dens i té  a t t e i n t  a lo r s  1,7, peut ê t r e  

conservé, à basse teïrpérature, pendant plusieurs  semaines. 

b - Solution de lavage 

La so lu t ion  de lavage e s t  obtenue en mélangeant, à p a r t i e s  égales, 

une so lu t ion  aqueuse de su l f a t e  de cadmium à 5gp.100 al e t  une so lu t ion  aqueuse 

d 'hyposulf i te  de sodium à 5 g p. 100 m l .  Le p réc ip i t é  jaune qui  apparaft  n ' a l t è r e  

pas l e s  propriétés  de l a  so lu t ion .  

c - Gaz carbonique 

Le gaz carbonique comxercial d o i t  passer sur une colonne de su l f a t e  

de calcium  rieri rite) avant d ' ê t r e  i n t rodu i t  dans l ' a p p a r e i l .  Un excel lent  

régula teur  de débi t  e s t  nécessaire .  

d - Solution-piège 

La "solution-piège" e s t  obtenue en dissolvant 35 g d 'acé ta te  de 

potassium dans 350 r d  d'acide acétique g l ac i a l  auquel on a joute  ensui te  7 m l  

de brome dépourvu d' iode. Pour s t a b i l i s e r  l a  solut ion,  il fmt l a  conserver 

pendant une semaine environ à l a  lun ière  du jour ou pendant une n u i t  à l a  

lumièîe diune lampe de 250 watts . 



F i g u r e  14 

Appareil de HOFFMAN e t  WOLFROM (109) 

pour l a  détemination des groupernent s "méthoxyn . 
Les dimensions sont exprimées en rnillinètres. 



3'- MODE OPERATOIIIE 

On v é r i f i e  d'abord l ' é t anché i t é  de lJ appare i l  en appliquant une 

f a i b l e  pression de CO2 après avoi r  obturé l e  tube-piège par  un f a i b l e  volume 

d'eau; l e  niveau ne do i t  pas v a r i e r  ap&s p lus ieurs  heures, une va r i a t i on  

f a i b l e  indiquant qu'une d isso lu t ion  légère du gaz carbonique dans l ' e au  a eu 

l i e u .  

On f a i t  ensui te  passer pendant 10 minutes e t  ap&s avoir é l b i n é  

1' eau, un courant l e n t  de gaz carbonique. On i n t r o d u i t  a lo r s  1' acide iodhydrique 

dans l e  réacteur en f a i s an t  passer un l e n t  courant de gaz carbonique. 3 n l  de 

l a  so lu t ion  de lavege sont ensui te  i n t rodu i t s  pa r  l e  robinet supérieur,  que 

l ' o n  f e m e  dans la  pos i t ion  indiquée dans l a  f i gu re .  On chauffe ensui te  à reflux, 

maintenant l e  passage du gaz carbonique pendant 20 ninutes  après avoi r  ramené 

l a  so lu t ion  à l a  teiopérature ordinaire .  

L1échant i l lon à analyser e s t  pesé. S ' i l  e s t  so l ide ,  on u t i l i s e  des 

cupules d'acide t a r t r i q u e  come support (*) . S ' i l  e s t  l iqu ide ,  on u t i l i s e r a  

une micropipette t a r ée  de 40 n i c r o l i t r e s .  

Quand l ' a c i d e  iodhydrique e s t  revenu à l a  température ord ina i re ,  

on a r r e t e  l e  passage du courant de gaz caf'bonique e t  on in t rodu i t  10 m l  d e  

l a  ttsolution-piègen dans l a  p a r t i e  terminale de l ' appare i l .  On p ro j e t t e  l'&chan- 

t i l l o n  à doser dans l e  réac teur  e t  on at tend environ 20 ninutes pour nb ten i r  

une d isso lu t ion  complète. On chauffe ensui te  16gèrement à reflux en maintenant 

un d é b i t  de gaz carbonique jus te  suf f i s rn t  pour é v i t e r  l e s  retours  d'acide 

iodhydrique dans l e  tube d1  arr ivée.  

Après une é b u l l i t i o n  à re f lux  de 15 minutes, l e  deb i t  de gaz carbo- 

nique e s t  réglé à ra i son  de 2 bul les  par  seconde dans l a  so lu t ion  de lavage. 

Gn nod i f i e  ensui te  l a  pos i t ion  du piège, en v a r i a n t  son incl inaison par  ro t a t ion  

de l'ensemble sur son embout, de manière à prolonger pendant 5 à 7 secondes l e  

con t a c t  des bu l l e s  avec l a  "solution-piègett . Le chauf f sge e s t  maintenu pendant 

20 minutes puis l e  passage de l ' e a u  dans l e  condenseur e s t  arrêté e t  l e  chauffage 

e t  l e  barbotta,ge s o n t  prolongés pendant enoore 15 minutes. La condensation do i t  

se  r é a l i s e r  t r è s  nettement s u r  la pa r t i e  du condenseur à a i r ,  ce qui correspond 

à un chauffage s u f f i s a n t  pour obtenir  une r éac t ion  to t a l e .  

(*) - Les cupules d'acide t a r t r i que  sont obtenues en passant dans de l l a c i d e  
t a r t r i que  fondu une boucle en f i l  métallique. Par  refroidissement, on obt ient  
une cupule p e l l i c u l a i r e  d ' acide t a r t r i que .  



Après l e s  15 ninutes  de barbottage, l e  piège e s t  démonté ; l e  

rLacteur e s t  ramené k l a  teizpirature ordineire  e t  l e  paswge du gaz carbonique 

e s t  a r r ê t é .  L'acide iodhydrique du reacteur  e s t  conservé e t  peut ê t r e  u t i l i s t :  

pour effectuer  4 PU 5 d6terriinations successives.  

L a  "so lu t i~n-p iège"  e s t  in t rodui te  quantitativement dans u n  flacon 

de 250 r d .  On a joute  25 n l  d 'eau, 5 al  d'une so lu t ion  aqueuse d 'acé ta te  de 

s o d i m  à 25 g p.100 cil, pilis gcutte à goutte ,  de l ' a c ide  fornique à 90 p.100 

( v : v ) en agitant, jusqu'à ce que l a  co lcra t ion  du brone disparaisse.  On 

bouche e t  on a g i t e  énergiqucnent pour augrnenter l a  pression à l ' i n t é r i e u r  du 

f lacon,  puis on a joute  5 nl d'une solut ion aqueuse d'acide sulfurique à 10 p.100 

( v : v ) e t  environ 0,5 g d'iodure de petassiun pur. L'iode l i bé ré  e s t  desé 

par  une so lu t ion  dthyposulf i t e  0 , l  11 . 



PROCEDES D'ISOLEMEDT ET D'IDEKTIFICATIO?t 

DES OSES PZTHYLES J 
Les procédés de séparation e t  d r i so l enen t  des oses néthylés  ont 

é t é  olis au point  en t e r an t  co:.pte du conportenent p s r t i c u l i e r  de ces cornposés 

dont nous préciserons donc l e s  propriétés  e s s e n t i e l l e s  . Bous décrirons ensui te  

l e s  procédés d 'hydrolyse des polysaccharides néthylés  e t  l e s  méthodes de  

séparat ion e t  d 1  isolenent  des  oses néthylés. 

1 - PROPRIETES DES OSES l!ZThYLES --- ------- ------------ 

k - PROPRIETZS PHYSIQUES 

1 - POUVOIR ROTATOIRE 

Les pouvoirs rn t a t o i r e s  des cses  r?é thylés  présentent,  en général,  

des valeurs  carac té r i s t iques .  La simple glycosidat ion du glucose par  l e  nétkianol 

chlorhydrique fou rn i t  par  exemple de l l b é t h y l g l u c o p y r a n n o s i d e  dont l e  pouvoir 

r o t a t o i r e  spécif ique e s t  de + 150O à + 1 5 8 O  e t  du p-méthylglucopyrannoside dont 

l e  pouvoir r o t a t o i r e  spécif ique e s t  de - 32O ( l e s  valeurs  correspondantes pour 

l e s  glucoses o \ e t  P sont  respectivei~el. t  de -k 11 334 e t  -1907). 

D'autre p a r t ,  deux iscxères méthylés +'un ose  rése entent généralenent 

des v d e u r s  de pouvoir r o t a t o i r e  d i f fé ren tes  : p a r  exezple, l e  2,3,4-trinéthyl- 

glucose e t  l e  2 ,3 ,6- t r i~~dthylg lucose  possèdent des pouvoirs ro t a to i r e s  spéci- 

f iques  qui sont respectivement + 8 6 O  e t  + 67O , 

Ces propr ié tés  optiques cnt é t é  largenent  u t i l i s é e s  pour l ' i den -  

t i f i c a t i o n  de ces  compose's (vo i r  p. 90 ) e t  nous avons rasse~:blé dans l e s  

tableaux 1 à V (p. 62 à 66) l e s  valeurs des pouvoirs ro t a to i r e s  spécif iques 

des principaux oses 1x6 thylés  . 

T~es méthylosides des oses e t  des  oses néthylés  présentent une thermo- 

s t ~ b i l i t é  remarquable. Leurs points  de fusion sont  t r è s  var iables ,  mais, en général,  

l eu r s  points d r  é b u l l i t i o n  s e  si  tuent en t re  100 e t  200°C, ce qui perrzet l e u r  sépa- 

r a t i o n  par d i s t i l l a t i o n  fractionliée ou p a r  chromatographie en phase gazeuse. 



TABLEîU 1 

Foint de fusion (en O C )  e t  pouvoir ro t a to i r e  spécifique 

(en solution aqueuse) des dérivés ~ é t h y l é s  du D-glucose   BOU RI$^ e t  P E ~ T ) ( I  10) 

Carbones subs t i tués  knoinéries P.F. c d D  
2 p -D-Glu +1S7 ++159 +12 ++66 

d -D-Glu cl61 , +168 +104,5 

-t+55,5 
() -D-Glu +133,5 , +135 +31,9 i 

+55,1 
D-Glu Liquide 4-53 -).t61 

D-Glu id .  +10,6 
(éthanol) 

al-D-Glu +143 , +145 +Il0 -) 

+59,5 

+ 50,3 
(acétone) 

2 - 4  D-Glu Liquide - 
2 -  6 D-Glu Liquide +58,3 

-)+63,3 
3 - 4  D-Glu +I l3  -t64,9 

j +94,8 

3 - 6  &-D-G~u + I l 3  , + I l 6  t102,5 

3 +61,5 

4 - 6  -I>-G~U +l56 , +158 +I l0  
+64 

5 - 6  D-Glu Liquide +4 

2 - 3 - 4  D-Glu - Variable 

2 - 3 - 5  D-Glu Liquide +17 j + 3,4 

2 - 3 - 6  d-D- lu + 2  21 , +123 +70 

2 - 4 - 6  4 -D-Glu +123 , +126 +Il1 + +70 
(ciéthanol) 

+77,4 

3 - 5 - 6  D-Glu Liquide Vasiable 

2 - 3 - 5 - 6  D-Glu Liquide -7,2 -3 



TABLEAU II 

Point de fusion (en OC) e t  pouvoir ro t a to i r e  

spécifique (eqkolution aqueuse) des dérivés méthylés du 

D-galactose (wG~R) (1 1 I ) 

Carbones subs t i tués  Anornéri e 

2 
2' 

P 
ol 

J 

4 P 
6 d 

P.F. 

Liquide 

il 03 

+128 à+130 

+164 à+166 

+131 à+133 

+80 à+86 

Liquide 

Liquide 

+IO2 à 105 

Liquide 

Liquide 

+72 
Liquide 

+133 -+ +76,9 
( éthanol) 



TABLEAU III 

Point de fusion (en O C )  e t  pouvoir ro t a to i r e  

spécifique (en solut ion aqueuse) des dérivés ngthylés du 

Nature de l'Ose Carbones 

-- subst i tués 

Glucosqine --- 

Galactosanine 3 

4 
6 

3,4 

476 

3,476 

P.F. 

l iquide  

+IO7 à+109 

l iquide  

l iquide  

490 

l iquide  

+49 B +50 

l iquide  

l iquide  

+178 

+190 

l iquide  

+190 

+178 

+6 (méthanol) 

+3 

+25 

-597 + +19 

+36 (néthanol) 



Point de fusion (en OC) e t  pouvoir r o t a t o i r e  spécifique 

(en solutiondans l ' e au  e t  dans d ive r s  solvants  organiques) des 

dér ivés  rriéthylés du néthylglucoside (BOURXE e t  PEAT) ( 1 1 5) 

Carbones 
subs t i tués  

Nature du solvant  

+147 à 148 

+97 à 98 
l iquide 

l iqu ide  

+83 à 85 

1-62 à 64 

+79 à 82 

+124 

l iquide 

+50 B 52 

+79 à 81 

l iquide 

l iquide 

+50 à 52 

l iquide 

+92 à 95 
- 

+58 à 60 

+70 à 71 

+SI à 52 

l iqu ide  

l iquide 

l iquide 

l iquide 

Eau 

Eau 

Eau 

Eau 

Eau 

Chlorof o nne 

Acétone 

Eau 

Chlorofome 

Chlorofome 

Gthanol 

Chloroforme 

Chlornforzîe 

- 
Méthanol 

Wéthanol 

Chloroforne 

Chlorofome 

Chlorofome 

Méthanol 

Xéthanol 

p16thanol 

Né t han01 



Point de fusion (ec OC) e t  pouvoir ro t a to i r e  

spécif ique (en so lu t ion  dans l ' e a u  e t  dans divers  solvnnts 

organiques) des dérives ::dthylés du néthylgalactoside (BELL) (1 1 6)  
P 

e t  du raéthylnannoside ( ASPIDWIL) ( 1 17) 

Nature de Carbones 
ilnonéri e P.F. 

Nature du 
1 ' oside subs t i tuds  -- solv3nt 

Méthylgalac tos ide  2 cd l iqu ide  +180 Eau 

P +131 à 132 +1,7 Eau 

3 i3 l iqu ide  +31,9 Eau 

2,3 
d_ l iqu ide  +210 Eau 

i? l iqu ide  +23 Eau 
294 Ci +1 O5 +142 Eau 

p +165 S 166 O Eau 

276 P +77 à 75 -24 Chloroforme 

3,4 .i3 +IO2 à 103 -9,1 Chloroforme 

476 P +1@ -41,s Chloroforme 

2,496 O( +73 .i. 74 +169,9 Chloroforme 

1% +Il1 à 112 -40,9 Chlnrofone 

2,3,4,6 d. l iqu ide  +190 Eau 

P +48 B 49 +18,7 Eau 

Méthylc1annosi.de 4 ~ 6  0, l iqu ide  +BO9 5 Eau 

2,3,4 d l iqu ide  +47 Eau 

2,3,4,6 d +37 à 38 +42,9 Eau 

iS +36 à 37 -80 Eau 



Les oses néthylés  réducteurs, au cont ra i re ,  dont l e s  points  de fusion 

sont ,  en ghéra.1, supérieurs à ceux des méthylosides, sont d i f f ic i lement  vapo- 

r i s ab le s  e t  t r è s  i n s t ab l e s  à l a  chaleur. Donc, seu ls  l e s  néthylosides des oses 

méthylés pourront ê t r e  sou.lis à l a  chroriatographie en phase gazeuse sans courir 

l e  r isque d ' 8 t r e  dégradés. 

Nous avons prCcisé dans l e s  tableaux 1 à V (p. 62 à 66) 12s points  

de fus ion  de quelquw dérivés méthylés des oses e t  des n6thylosides. 

Les néthylosides des  oses e t  des oses  n6thyl6s sont ,  en génLral, peu 

solubles  dans l l e m  (1  g p. 100 m l  dans l e  c s s  des néthylglucosides) e t  t r è s  

solubles  dans l e s  solvants  organiques conle l e  chloroforme e t  l ' é t h e r  éthylique . 
AU contraire ,  l e s  oses .^iéthylés acquièrent l a  propr ik té  de s e  dissoudre dans 

l ' eau ,  dans des proportions t r è s  var iables ,  en gardant l e u r s  carac tè res  de 

s o l u b i l i t é  dans l e s  solvants  orgmiques. 

Ces propr ié tés  sont bien i l l u s t r é e s  par  l 'exenple suivant.  Le méthyl- 

ga?.actoside, dont l e  groupement pseudoaldéhydique e s t  s eu l  subs t i tué ,  e s t  p ra t i -  

quement insoluble dans l ' e au ,  tandis  q u ' i l  e s t  soluble  d m s  l e  chloroforme. 

Inversement, l e  p e n é t h y l ~ a l ? c t o s e ,  dont s eu l  1 'hydroxyle pseudoaldéhydique r e s t e  

l i b r e ,  e s t  soluble dûns l ' eau .  

En prat ique,  il e s t  toujours possible  de r 6 a l i s e r  une so lu t ion  aqueuse 

des oses n6thylés, bien que 13 s o l u b i l i t 6  va r i e ,  en pr incipe,  en raison inverse 

du degr6 de subs t i t u t ion  des fonctions hydroxyles : l a  présence de l 'hydroxyle 

seni-acétatique s u f f i t  à conserver 2. l a  riol*Jcule s e s  propriktés  hydrophiles. 

Il  e s t  i i lportant de s ignaler  que l e s  propriétés  de s o l u b i l i t é  des 

dér ivés  néthylés du nannose sont nettevent d i f f é r en te s  de c e l l e s  des a u t r e s  oses 

rn6thylés. En p a r t i c u l i e r ,  tous l e s  dérivés ::léthylés du riannose sont plus  solubles 

dans l ' e a u  que dans l e s  solvants  organiques e t  c e t t e  A ~ r o p r i é t é  pose de graves 

problèmes dfextro,ction des so lu t ions  aqueuses de :îéthylrnannoses par l e s  solvants  

organiques (vo i r  p. 104). 



4 - CRISTALLISATION 

Les caractères de so lub i l i t é  précédents confèrent aux dérivés 

néthylés des glucides l a  propriété  de c r i s t a l l i s e r  que l 'on met à p r o f i t  

pour l e s  i s o l e r .  Les perméthylosides c r i s t a l l i s e n t  parfaitement dans l e s  alcools  

corne l e  néthanol e t  1 ' éthanol e t  dans 1 éther  de pétrole ou 1 l acétone (*) . 
L a  c r i s t a l l i s a t i o n  a isée  des dérivés néthylés des glucides e s t  mise 

à p r o f i t  pour préparer des conposés purs dont on peut ensuite déterminer l e s  

principales constantes physiques (voir Tableaux 1 à V ; p.62 à 66) . 

3 - PROPRIETES CHIMIQUES DES OSES E3THYLZS 

Du point  de vue de l eu r s  propriétés  chh iques ,  l e  caractère 

prépondérant des éthers  néthyliques des oses e s t ,  nous semble-t-il, l e u r  

"passivi té  chimiqueft remarquable due à l a  grande s t a b i l i t é  de la l i a i s o n  éther.  

STUILITE EN MILIEU ACIDE 

La l i a i s o n  "pseudo-éther" des méthylosides e s t  t r è s  facilement 

hydrolysée par l e s  acides d i lués  ( H C ~  1 à 2 N , à lOO3C, pendant 1 à 2 heures). 

Les l iaisons "éthers" sont nettement plus s t ab les .  Cependant, de nombreux 

auteurs  se sont  penchés s u r  l e  probléne de l a  déméthylstion des éthers  méthy- 

l iques  e t  de l e u r  dégradation en milieu acide. FFBUDENBERG e t  BOPPEL (1 18) ,  

CHANDA e t  co l l .  (1 19), CROON e t  co l l .  ( 1  20) ont par exemple étudié l e  pourcen- 

tage de déméthylation des dérivés di- e t  triméthylés de cer ta ins  oses dans 

diverss conditions d l hydrolyse acide. Le tableau V I  montre que des hydrolyses 

prolongées effectuées en milieu acide t r è s  concentré ne provoquent pas de 

dénéthyletion supérieure à 2 p.100 . 
CROON (1 21 ) signale cependant qu'une dégradation appréciable af fec te ,  

en milieu acide, l e s  oses dinéthylés : par  exeaple, l lhydrolyse par l ' ac ide  

chlorhydrique à 2 p. 100, à 1 O0 O C  pendant 1 3 heures provoque 6 à 8 p. 100 de 

dégradation des 2-3 diraéthylxylose e t  dinéthylglucose ; en outre, 1 'hydrolyse 

(*) - L'addition progressive d'eau aux solut ions alcooliques de glucides 
néthylés accélère l a  c r i s t a l l i s a t i o n .  



Dénéthylation de dérivés méthylés des oses dans diverses condit ions 
d hydrolyse acide 

Solution d 'hydrolyse onditi ons Composés étudiés p.100 de Références 
'hydrolyse déméthylation 

1 l 
HC1 à 36 p.100 dans l'eau 1 + 5OC 1 2,3,6-trim6thylglucose 1 2 p. 1 O0 FREUDEZTBERG et BOPPEJ&~~) 1 

t 
HC1 à 1 p.100 dans le néthano 2,3-diméthylxylose CW\n>A et coll. (1 23) 

2,3, rdtrirn4thylxylose -+ 
I3C1 à 3 p.100 dans le méthanol! 18 h 1 ,4--diméthylérythritol 

HC1 à 2 p.100 dans l'eau 1000C;13 h 2,3-dinéthylxylose 

2,3-din6thylxylose 

0,5 N dans l'eau 100°C; 8 h 2,3,6-trir~~éthylglucose 

SO H à 72 p.100 dans l'eau 4 2 
puis 

SO H à 12,4 p.100 dafis l'eau 
4 2 --. 

puis 

S04H2 0,5 l dans l'eau 



bruta le  par  l ' a c ide  fonnique à 98 p.100, & 100°C pendant 6 heures, su iv i e  d'un 

t r a i t e  jent par  1 "cide sulfurique 0,5 N à, 100qC pendant 14 heures, parvient  

à dé t ru i r e  jusqu'à 23 p.100 de 2,3-dinéthylglucose. 

Il est,cependant,  inportCant de f a i m  reizarquer que ces conditions 

d'hydrolyse ne sont pratiquenent jarlais appliquées p u i s q u ' m  ac t ion  de 1' acide 

chlomhydrique 2 rJ à 100°C pendant 1 à 2 heures s u f f i t  pour hydrolyser qumt i t a -  

tivement un polyoside n4thylé ou non (vo i r ,  à ce s u j e t ,  .P;OT\'SR&UIL e t  S C ~ P P L E R )  

(126) . 

2 - STABILITI;: ET? IIILIEU 1PSCALIH 

Bous avons e f f ec tu i  une étude de l a  s t s b i l i t h ,  en n i l i e u  a l c a l i n ,  

des glucides sé thylés ,  de t e l l e s  expériences n 'ayant  pas encore é t é  r éa l i s ées ,  

à not re  connaissance. 

170s e s sa i s  ont por té  sur l e  2,3,4-triaéthylglucose dont nous avons 

s u i v i  l a  des t ruc t ion  par  chro-Latogrüphie quant i ta t ive  sur papier. 

La dégradation par l e s  solut ions de soude 1 K e s t  de l ' o rd re  de 

2 p.100 à 20°C e t  a t t e i n t  10 j. 12 p.100 à 3 7 O C ,  après 4 heures de contact.  

Avec l a  soude 4 N à 370'2, l a  dégradution e s t  de 10 p.100 au bout d'une heure e t  

a t t e i n t  près  de  50 p.100 2u bout de 4 heures. Les concentrations de soude 

infér ieures  ou égales 2 0,S fi1 ne provoquent pas de  dégrtrdations appréciables 

après 4 heures L 20°C. 

Les r2éthylosides sont ,  au cont ra i re ,  t r è s  s t ab l e s  en milieu a l c a l i n  

grâce au blocage de l a  fonction réductr ice l a b i l e .  C'est  a i n s i  qu'une proportion 

in fé r i eu re  à 1 p.100 de peméthyl-aéthylglucoside e s t  de t ru i t e  après 12 heures 

de contact avec me so lu t ion  de IuSiLO;; 10 N à 20°C . 
I l  e s t ,  à not re  avis ,  t r è s  inportant  de t e n i r  co3pte de c e t t e  s t ab i -  

l i t é  t r è s  r e l a t i v e  des dér ivés  methylés en n i l i e u  a l ca l in  dans l a  prat ique 

des oparEtions de mgthylation par l a  &thode de HAWORTH. Le rendenent e s t  en 

e f f e t  l i é  au r ~ a i n t i e n  du pH à des v d e u r s  infgr ieures  à 10 . 

L a  dé1l6thylation des oses rnéthylés ne peut ê t r e  r é a l i s é e  que dans 

des conditions b r u t d e s  : act ion de l ' a c i d e  broahydrique (ZOUGI e t  co l l .  ( 1  27) ; 

EESS e t  r\;EWiiiRiT (128) ) ou du t r i ch lo ru re  de bore ( l i ~ I - 3 ~  e t  co11.(129) ( v o i r  plus 

l o i n  ; p. 92) 



4 - XEACTIONS COLOREES DES OSES ï'GThTL3S - 

Les oses rnéthylés donnent des  colorat ions avec l e s  r e a c t i f s  clas- 

siques à l ' o r c i n o l ,  5 l 'anthrone e t  au ph6nol sulfur iques ; à l ' o x a l a t e  e t  au 

phta la te  d ' an i l ine .  Les glycosides sont,  en géneral, hydrolysés par  l e  réac t i f  

au cours de l n  réac t ion  e t  donnent, eux auss i ,  des colorat ions.  Les isonères 

néthyl6s fournissent  des colorat ions d i f f é r en te s  suivant l a  posi t ion des hydro- 

xyles r e s t é s  l i b r e s  s u r  l a  chaîne carbonée (vo i r  p. 90) . 

Les procédés de d t h a n o l y s e  e t  d'hydrolyse des polyosides mdthylés 

e t  les néthodes d ' i den t i f i ca t ion  des néthylcsides e t  des oses néthylés  sont 

fondés s u r  l e s  p rop r i t t s s  que nous venons de  décr i re  : l e  polyoside méthylé 

s e r s ,  dans un p r m i e r  ter,ips, néthanolysé en ~ ié thylos ides  ciéthylés ou hydrolysé 

en oses néthylés  dont 1 ' i den t i f i ca t ion  sera  effectuée dans un second tenps. 

II - ~ T ~ ~ O L ' f S E  ET KYDROLYSE DES OSIDES IBTHYLES 
------------ -------a------------- 

L'oside pem~éthyl.;' e s t  t r a i t é  à chaud par du néthan01 contenant 

1 à 5 p.100 d 'acide chlorhydrique. Le n6thanol e s t  l e  plus courament u t i l i s é ,  

c a r  il présente  1' avantsge de f o u r n i r  d i rec  terlent des aéthylosides,  u t i l i s a b l e s  

pour 1 ' analyse chromatugraphique en phase gazeuse ou pour l a  détermination 

des constantes  physiques ( v o i r  p. 90). Une hydmlyse u l t é r i e u r e  des néthylosides 

obtenues p a r  une solut ion aqueuse d ' a c i t e  chlorhydrique permettra d '  obtenir  des 

oses néthyles  réd-ucteurs, dont on effectue 1'6tude par chromatographie s u r  - 
papier ou s u r  colome ou encore par  électrophorèse (vo i r  p.76 ) . 

D'autres alcools ,  come l ' a l c o o l  benzylique ou l ' é thano l  ont é t 6  

par fo is  u t i l i s é s  (COP'IBS e t  co l l . )  (130). Cependant, nous ne décrirons que l a  

méthode classique d'hydrolyse par l e  cléthanol chlorhydrique. Le procédé e s t  

d ' appl ica t ion  g h 6 r a l e  e t  fou rn i t  un nélange des néthylosides d e t  P. 



MODE OPERATOIRE 

L'oside perr~éthyl4 e s t  dissous à l a  concentration de  1 g p.100 r n l  

dans du néthanol renfemant  1 à 5 p. 100 d 'acide chlorhydrique gazeux (-x) . La 

solut ion e s t  naintenue à 1' ébu l l i t i on  à re f lux  au bain-marie pendant 6 à 12 

heures, jusqu'à ce que l e  pouvoir ro t a to i r e  du n8lange devienne constant.  On 

r e f r o i d i t  e t  on neu t r a l i s e  par  l a  baryte ,  l e  carbonate d 'argent  ou l a  soude. 

On désionise l e  milieu par  élimination du précipitC s a l i n  obtenu ou pa r  un 

passage su r  des  colonnes de rbsines à échange d ' ions  dans l e  cas  d'une neutra- 

l i s a t i o n  pa r  l a  soude. On peut ensui te  i s o l e r  l e  :nelange des néthylosides par  

évaporation sous vide de l a  solut ion neutre .  Les conposés obtenus sont enfin 

p u r i f i é s  par  r e c r i s t a l l i s a t i o n  dans l e  rriéthanol ou dons 1' 6thanol. 

La rnbthanolyse e s t  l a  seule  aGthode qui pernet te  d 'ob ten i r  des  

ci6thylosides avec un bon rendement. 211e n ' e s t  cependant pas quan t i t a t i ve  e t  ne 

convient donc pas pour des  dosages e f fec tués  par  chro!iatographie en phase gazeuse. 

B - HYDROLYSE 

L a  plupart  des acides ninéraux ont & t é  u t i l i s é s  pour obten i r  des 

oses méthylés réducteurs à p a r t i r  des po1ysa:charides peméthylés .  

Selon ISBfiLL e t  co l l .  ( 1  31 ), l ' a c i d e  formique à 90 p. 100 & 100°C 

pendant 4 heures pemet  une hydrolyse coriplète des polysaccharides néthgrlés de 

haut poids noléculaire .  Ces conditions sont  recomandées par  ISBXLL pour év i t e r  

toute  dégradation. 

D'autres auteurs ont préferé  u t i l i s e r  des solut ions d'acide sulfurique, 

en p a r t i c u l i e r  : BREDERESCH e t  WIBSCH (132) ( S O ~ H ~  1 A ; 12 heures à r e f lux )  ; 

WIE, BPER e t  GAUHE (1 33) ( S O ~ H ~  1 I: ; 6 à 12 heures 2 r e f lux  avec contrôles  

polarimétriques) ; COURTûIS e t  co l l .  ( 1  34) (SO H à 6 p.100 g 5 heures au bain- 4 2 
marie bou i l l an t ) .  L ' u t i l i s a t i o n  de 1' acide sulfur ique pemet  de n e u t r a l i s e r  e t  

..--- 

(*) - Le ~ ~ é t h a n o l  chlorhydrique e s t  obtenu en f z i s a n t  barbot te r  dans du 
rnéthanol anhydre de l ' a c i d e  chlorhydrique gazeux sec préparé par  chauffage 
en n i l i e u  sulfur ique d'un rilélange de chlorure de sodium e t  d 'acide 
chlorhydrique ( 1 : 1 ) 



de désioniser  aisément l e  milieu per l ' add i t i on  de baryte  ou de carbonate de 

strontium, su iv ie  d 'une ex t rac t ion  acEtonique ou chlorof oriiique du sumagean t ,  

préalablenent évaporé S, s i c c i t e .  

L'acide oxalique a é t é  u t i l i s é  p a r  HAWORTH e t  I.BmEG (135) e t  par 

HAWORTH, HIRST e t  PERCIVAL ( 1  36). Les auteurs  hydrolysent l e s  polysaccharides 

m é t h ~ l é s  en chauffant ?endant 24 heures h 80°C une so lu t ion  de 3 h 5 p.100 du 

cornposé dans l e  mélange mEtl?anol/acide oxalique à 4 p.100 dûns l e  rappor t  3 : 1 

(v:p). Le  éthanol e s t  ensui te  Llininé sous pression rédui te  à 70-75OC e t  l a  

so lu t ion  aqueuse r é s idue l l e  (approxiaativement à 1 n.100 d tac ide  oxalique) e s t  

maintenue pendant 5 h à 80°C, jusquJh c e  que l e  pouvoir ro t a to i r e  deneure 

constant.  Ce procédd e s t  encore u t i l i s é  dans l e  cas  de polysa.ccharides composés 

de rés idus  osidiques in s t ab l e s  t e l s  que l e s  fructo-furannoses. 

BELL ( 1  37) a d é c r i t  un procédé d'hydrolyse en milieu -- acético-chlorhy- 

drique : l a  substance e s t  dissoute  dans l e  nélnnge de 5 p a r t i e s  d'acide acetique 

g l a c i a l  e t  10 p a r t i e s  d'une solut ion d'acide chlorliydrique à 5 p.100 que l ' o n  

maintient pendant 5 heures au bain-iiarie boui l lan t .  

L'acide chlorhydrique concentrd e é t6  préconisé par  HAWORTH e t  

PXRCIVAL (138). Une so lu t ion  de polysiiccheride i74thylé ( 1  0 à 20 g p.100 r l l )  d m s  
6 

l ' a c i d e  chlorhydrique concentre (d 1 ,16) e s t  maintenue à -1 5OC e t  sa turée  en 

gaz chlorhydrique sec. L'hydrolyse e s t  ensui te  poursuivie pendant 10 jours  

à l a  température ord ina i re .  

Bous avons personnellerlent recherch6 l e s  r le i l leures  conditions 

d'hydrolyse des osides n i thy lé s  en nous fondant s u r  l e s  conclusions concernant 

la  s t a b i l i t é  des oses néthylés  en n i l i e u  acide (vo i r  p.  68 ) e t  su r  l e s  travaux 

de T!iOlGTREUIL e t  SCEEPPLER ( 1  39) à propos de l 'hydrolyse quant i ta t ive des osides. 

Kous avons chois i ,  avec ces  auteurs,  de rGal i ser  nos bjdrolyses par  des  so lu t ions  

d 'acide chlorhydrique 1 à 2 N ,  ziu bain-riarie boui l lan t  pendrant 1 à 2 heures. 

L'hydrolysat e s t  p u r i f i é  par  un pessage s u r  des colonnes 6'6chnngeurs de cat ions 

(~owex 50 ; forne acide)  e t  d'anions ( ~ u o l i t e  IL-40 ; f o m e  forriinte) . A l a  dilu- 

t i on  u t i l i s é e ,  aucune pe r t e  de produit n ' e s t  1 crz indre  e t  l a  pu r i f i ca t ion  e s t  

t o t a l e .  D'zutre p a r t ,  aucune d6néthylation ne peut survenir  à ce t t e  concentration. 



Pour l e s  analyses chromatographiques l a  &thode e s t  sûre e t  fou rn i t  des r é s u l t a t s  

parfai tenent  repr.oductibles. Par ce prochdé on év i t e ,  en outre ,  des per tes  

appréciables de produi ts  pa r  adsorption, t e l  q u ' i l  s ' en  produit dans l e  cas d'une 

désionisation par  préc ip i ta t ion  de l ' agen t  d'hydrolyse sous la forme d'un s e l  

insoluble.  

III - SEPARATIOE, IDEKTIFICATIOL i,T DOSACS DES 
---------- --- -- 

DERIVES FETHYLES Di!% OSES ZT DES IVï3T;rTYLOSIDES 
-- - -- -- - - - - - - - -- - - - -- -- - ---a- 

L1iden t i f i ca t ion  e t  l e  dosage des dérivés  méthylés des oses  e t  des 

méthylosides nécess i ten t  m e  séparation préalable  qui peut ê t r e  r é a l i s é e  par  

l ' appl ica t ion  des procédés suivants : 

A - Isolenent par  c r i s t a l l i s a t i o n ,  d i s t i l l a t i o n  ou 

extract ion fractioruiées . 
B - Séparation électrophorétique 

C - Séparation chromatographique 

Les méthodes d ' i solenent  par  c r i s t a l l i s a t i o n ,  d i s  t i l l a , t i on  ou 

ex t rac t ion  fract ionnées s 'appliquent essentiel1e:xent aux néthylosides néthylés 

qui sont plus s t a b l e s  que l e s  oses néthylés  e t  p lus  solubles dans l e s  solvants  

organiques e t  dont l e  point  d ' ébu l l i t i on  e s t  plus bas que ce lu i  des  oses  rnkthylés 

correspondants. 

Nous nous limiterons à l l exposé  des pr incipes généraux des rnéthodes 

de fractionnement dont l e s  modalités va r i en t  d 'un polyoside à un a u t r e  e t  qui 

doivent ê t r e  adaptées à chaque cas  p a r t i c u l i e r .  

1 - CRISTALLIShTIOï': FRKCTIOKIEE 

Les méthylosides sont  très so lubles  dans l 'acétone,  l e  chloroforme 

e t  1% méthyl-éthyl-cétone. Ils sont moins solubles  dans l e s  a lcools  (méthancl, 



éthanol), 1 'éther ,  1 'é ther  de pétrole ou l e  benzène. En réa l i sant  des mélanges 

de ces divers  solvants, on peut aisément dé temine r  l e s  conditions convenables 

de c r i s t a l l i s a t i o n  des dérivés méthylés. C ' e s t  a i n s i  que l e s  méthylglucosides, 

assez solubles dans l e  méthanol, c r i s t a l l i s e n t  dans des solut ions aquaises 

dl éthanol de concentrations décroissantes. On peut a ins i  séparer 1 ' d,et l e  - 
méthylglucosides . P 

D vautre p a r t ,  l e s  dérivés rnéthylés sirupeux peuvent & t r e  fractionnés 

en u t i l i s a n t  l ' ac ide  acétique g lac ia l  corne so lvmt .  Par des d i lu t ions  progres- 

s ives de l a  solut ion acétique, on parvient à i s o l e r  l e s  divers  const i tuants .  

La c r i s t a l l i s a t i o n  fract ionnée e s t  sur tout  intéressante à appliquer 

à un mélange r e l a t ivemnt  simple de méthylosides e t  pour séparer l e s  formes 

anomériques d, e t  . P 

2 - DISTILLATION FRACTIONNEE 

La méthode la  plus séduisante consiste à u t i l i s e r  une colonne de 

WII)NER, sous une pression de 1 x 1 oW3 rim de mercure. XII réalisant des pa l i e r s  

de t m p é r a h r e ,  on peut suivre l e  fractionnement par  1 'évolution des pouvoirs 

ro t a to i r e s  e t  des indices de réfract ion des composés r ecue i l l i s .  On parvient 

a i n s i  à i s o l e r  des dérivés néthylés purs e t  à séparer  l e s  formes *et de chaque 

méthyloside. Cependant, l a  méthode n ' e s t  applicable qu là  des quanti t é s  élevées 

de substances. En outre, il e s t  d i f f i c i l e  d ' év i t e r  des dhé thy la t ions  e t  des 

dégradations par  pyrolyse e t  l e  rendement e s t  toujours imparfait. 

3 - EXTRACTION FRACTIONNZE 

L1 extract ion fractionnée s ' applique essentiellement a u  oses rnéthylés 
' que l ' o n  e x t r a i t  de l eu r s  solutions aqueuses à l ' a i d e  des solvants  organiques 

l e s  plus variés .  On r é a l i s e  de ce t t e  manière, t ou t  au plus un fractionnenient 

de base assez gross ier  qui  permet, cependant, d 'obtenir  parfois  des "familles" 

de dérivés méthylés. 

Depuis que COLEMAN e t  MILLER ( 1  40) ont observé que la  migration 

électrophorétique du glucose e t  du maltose pouvait ê t r e  réa l i sée  dans l e s  



so lu t ions  boratées,  l e  principe général de l a  méthode de séparat ion des oses  par ' 

électrophorèse c m s i s t e  à former un cozplexe ion isé  de l ' a c i d e  borique avec 

l e s  fonct ions d - g l y c o l i q u e s  des oses ( v o i r  p. 15 ) . 
La méthode a é t é  appliquée avec succès à l a  séparat ion des é thers  

méthyliques, en mettant à p r o f i t  l e s  différences qui peuvent se  nanif e s t e r  dans 

l e  nombre des f o n c t i o n d - g l y c o l s  res tées  l i b r e s  dans l e s  molécules d 'oses  méthylés. 

La séparat ion électrophorétique e s t  r éa l i s ée  sur papier  dans des 

tampons boratés a l ca l in s .  

FOSTER (141) a d é c r i t  une méthode d'électrophorèse s u r  papier  e t  

é tudié  l e s  mobil i tés  électrophorétiques de dérivés méthylés divers  dans un tampon 

bora té  0,05 M de pH 10 sur  papier  Mhatman no 1 (FOSTZR e t  S T A C E Y ) ( I ~ ~ )  e t  s u r  

papier  Whatman no  3 MM (FOSTER) ( 1  43). Le tableau VI1 (page 77) indique l e s  

mobil i tés  de quelques oses méthylés . 
La soude 0,1 N a également 6 t é  u t i l i s é e  par  &VIS e t  SBITH (1  44) 

s u r  papier  Whatman no  4 (20 à 25 volts/crn à 2 0 0 ~ ) .  Selon ces  auteurs ,  c e t t e  

méthode pemet  de séparer  l e  2,3,6- du 2,4,6-trinéthylglucose de façon s a t i s -  

f a i s a n t e  ( l$ = 0,71 e t  0,66) (*) 
i b  

Nous n'avons, quant à nous, jamais obtenu de séparat ion sa t i s f a i san te  : 

des 2,3,4- e t  2,3,6-triméthylglucoses, quels  que so ien t  l e s  papiers  u t i l i s é s  

(papiers  Whatman no 1,3 e t  4 , papier  d18rches) ,  l e s  conditions de voltage 

(de 10 à 40 v/cm) e t  de tenpérature (+20°c e t  +4OC) . 

L1 électrophorèse ne fou rn i t  donc pas encore de r é s u l t a t s  s a t i s f a i san t s .  

E l l e  semble cependant in té ressante  pour séparer  l e s  oses méthylés des oses non 

méthylés car  l e s  mobili tés électrophorétiques sont t r è s  d i f f é r en te s  . 

La chromatographie sur colonnes, l a  chromatographie sur papier  e t  

en couche mince e t  l a  chromatographie en phase gazeuse ont é t é  appliquées à 

l l i so lement ,  à l ' i d e n t i f i c a t i o n  e t  au dosage des dérivés  méthylés des oses e t  

des néthylcsides.  

(*) - $b indique l a  mobil i té  des conposés par  rapport  à c e l l e  du r ibose 



Co~porteïient 6lectrophorétkgue de dér ivés  

ciéthyles du glucose e t  du galactose 

Dérivés 

2,3,4,6-Le-glucose 

2,7,4 - He-glucose 

2,4 - Xe - gliicose 

2,3 - Ke - glucose 

2 - Me - glucose 

3,4 - Ke - glucose 

2 - PiIe - galactose 

3,5,6 - Me - glucose 

3 - Me - glucose 

6 - Me - glucose 

(*) - MGlc = i l igrat ion i lectrophorét ique,  déterninée par  rapport 

i c e l l e  du glucose, de divers  d6rivés néthylés  en tampon 

boraté  de pH 1 0 (papier  Sihataan 1 ) (d ' après FOSTLR e t  

STACEY j ( 1 4 5) 



La plupart des supports habituellement employés dans la chromto- 

graphie d'adsorption des oses ont é t é  appliqués 2 l a  séparation des oses rnéthylés. 

L 'u t i l i s3 t ion  de colonnes de gel de s i l i c e  a pemiis, en pa r t i cu l i e r ,  ..--- 
à BSLL (1  46) d tobteni r  une s tpa r s t ion  des d6rivés di-, tri- e t  tétraméthylés du 

glucose. L'élution e s t  r éa l i sée  en deux tenps : l e s  dérivés t é t rmé thy lés  sont 

d'abord élués par l e  chlorofome pur, puis l e s  dérivés t r iné thylés ,  par un nélange 

de chlomfome e t  de n-butmol (1 : l ) .  Les  dérivés dirnéthylés res tent  adsorbés s u r  

l a  colonne e t  sont déplacés pa r  l 'acétone.  

BZLL e t  PAJ2ER (1 47) ont r é a l i s é  de l a  même façon l e  fractionnement 

des divers  dérivés méthylés du fructose. 

L'Alumine a également permis à JOICES (1 @), à NORBERG e t  co11. (1 49) 

e t  à WISLICEnWS (150) d 'obteni r  une résolut ion sa t i s f a i san te  des dérivés di-, tri- 

e t  té tranéthylés du glucose e t  des néthylglucosides, par é lu t ion  avec des mélanges 

d 'é ther  sulfurique eA d lQthe r  de pétrole. BOISSONl$AS (151) a obtenu une bonne 

séparation d lhexi to ls  rnéthylés s u r  des colonnes dtala7iYie, l ' é l u t i o n  étant  r éa l i sée  

mec  des nélanges de benzène e t  de chlorofome. 

HWGH (152) a e f fec tué  une séparation chromatographique des divers  

groupes de dérivés aéthylés sur des colonnes de poudre de cel lulose par élut ion,  

à chaud, avec un mglange de pé t ro le  1s-tpant e t  de n-butanol (60:40). 

GEERDES e t  c o l l .  (153) ont obtenu de ne i l l eu res  séparations s u r  des 

colonnes d'hydrocellulose, préparée par traitement de l a  poudre de cel lulose par 

l ' a c i d e  phosphorique. L1élution des dérivés néthylés e s t  effectuée à 300C par 

l e  passage de l 'azéotrope da mélange méthyléthylcétone / eau . 

La ~ ~ é t h o d e  classique de chromatog~phie  des oses s u r  charbon de 

WHISTLER e t  DURS0 (154) a é t6  appliquée à l n  séparation des i sor~ères  izéthylés du 

glucose par FIHEM e t  MORGU (155) e t  a [té codifi6e par L1NI)BLRG e t  WICKBERG (156) 

pour t e n t e r  de r é a l i s e r  une séparation plus poussée des isomères t r i ~ é t h y l é s .  Les 

auteurs u t i l i s e n t  des colonnes c ~ n t e n a n t  un mélange de Charbon e t  de Celi te  (1 : l ) ,  



en appliquant dzns un prernier te,:ps un gradient  continu de concentration en 

éthanol var ian t  de 1 à 60 p.lOO. Ils obtiennent a i n s i  une Fonne séparat ion en 

groupes des dér ivés  di-, tri- e t  t é t rzaé thylés  6u gluccse. La rGsolution des 

2,3,6- e t  2,3,4-trinGthylglucose e s t  ensui t e  obtenue par  chmrzatographie su r  

une deuxième colonne de Churbon-Chlite avec un gradient continu de néthylethyl- 

cétone croissant  de 2,5 à 5 p.100 . 
Dans tous l e s  cas ,  l t é l u t i o n  de:, dér ivés  rnéthylés des oses  e s t  

su iv i e  par  l e s  va r i a t i ons  du pouvoir r o t a t o i r e  des solut ions e f f luentes  QU par 

l 'emploi  des r é a c t i f s  c lassiques des sucres réducteurs ( r e a c t i f  de MOLISCZ ; 

r s a c t i f  au n i t  r z t e  d ' ::rgent z lr~oniacal  ) . 
Pour l e s  d étcIi 1s techniques, nous renvoyons aux a r t i c l e s  originaux 

c i t é s  dans l e  t e x t e  e t  aux revues générales de BIIuKLEY (157), de \S;-IISTIBR e t  

E%l*iILI&R (1 58) ,  I.EIiIEüX ( 1  59) e t  S15,ITi-I ( 1  60).  Il nous p ' i r? î t ,  en e f f e t ,  superflu 

par  souci de c l a r t ô ,  de donner l e  d é t a i l  des  procédés opératoires  concernant ces  

néthodes car ,  d 'une fzçon gén&rale,  on peut considBrer qu 'e l les  ne présentent  

d ' i r i t e rê t  que dans l a  séparat ion de q m n t i t é s  irnport~mtes des divers  groupes de 

dLrivés n6thylés d 'un neme ose. El les  ne perriettent pas de séparer  l e s  isonères 

méthylés dlwi n&me groupe e t  encore =oins l e s  dériv6s r.lét2.l;rlés provenant d'un 

nélange de plusieurs  oses. Cependant, l 'expérience nous riontre que c e s  nethodes , 
sans s e  su f f i r e  L elles-:lêKes, offrent  un i n t é r ê t  ce r t a in  dans l e  fractionnerient 

des d i r ivés  néthylés des  oses.  S l l e s  conduisent à un bon fractiomement de base, 

prClude &. 1 ' u t i l i s a t i o n  d au t res  :14thodes dont 1 ' application. s e ra  f a c i l i t  Ge par  

la. s i r ip l i f ics t ion  de conposition des r~élanges obtenus. 

2 - CEïHOI'lATOGIle,r7HLE SUR PM= ( *) 

Kous avons rsssenbl6 d::,ns l e  tableau V I 1 1  (p. 80) l e s  ~cr:~positions 

des principaux systèiles-solvmts qui ont 6 ti: u t i l i s d s  par  d i f f é r en t s  auteurs  

pour séparer  l e s  oses méthylés. Kous pouvons en d is t inguer  cinq groupes suivant 

l a  nature du s o l v m t  orgxiique pr incipal  : n-butanol , benzène, aCthyléthylcLtone , 
co l l i d ine  (**) , solvants  divers .  

------ ------ 
--Revues gén & d e  s : DEI)~TTDEU%TJ ; 
(**) - Ln col l id ine  d o i t  sub i r  l e  t rd i texent  préalcble  suivant  : a j o u t e r  10 m l  
de brome par l i t r e  de co l l id ine .  Agiter r4gul ièrenent  pendant 4 à 5 heu res .F i l t r e r  
e t  a jouter  de l t h y p o s u l f i t e  de sodiun c r i s t a l l i s < ,  sous ag i ta t ion ,  jusqufà ce 
q u ' i l  n 'y  a i t  plus de préc ip i ta t ion .  F i l t r e r .  Abandonner 24- heures s u r  soude 
anhydre. F i l t r e r .  D i s t i l l e r  l e  surnageint en r e c u e i l l m t  l a  f rac t ion  nogenne 
(E.L. + 1 7 2 0 ~ ) .  Le d i s t i l l a t  do i t  ê t r e  incolore.  



' . TABLEAU VI11 * i  . 

Systènes-solvant s u t i l i s é s  dans la chronatographie su r  papier des 
dérivés néthylés des oses e t  des  osides . 

HIRST e t  JONES (164) 

l lé thyl~sides  e t  oses 
BOUGH e t  col l .  (1  65) 

3 0 W L N G  e t  LIPJDBERG (1 6 6 

Iso~ières di- e t  tri- 

- - - -  
ses  néthylés .Isomères 

Iso~lères t r i -e t  tétra- 

Isomères tri- e t  tétra- 

OLDSTEIN e t  co11. (175) 

PETEK e t  TO DONG ( 1  80) 



1Jous avons employé la  plupart de ces systèmes-solvants à l a  séparation 

des oses néthylés provenant d'un hydmlysat de lactose partiellement méthylé ot 

contenant l e s  isomères suivants : 4-méthylgalactose e t  6-méthylglucose , 3,4- , 
4,6- e t  2,6-diméthylgalactoses, 2,3- diméthylglucose, 2,4,6- e t  2,3,6-triméthyl- 

galactoses, 2,3,6-triméthylglucose e t  2,3,4,6-tétramét&lgalactosc . Parmi tous 

ces solvants, ce lui  de HIRST e t  JONES (1 82) (n-butanol/éthanol/ammoniaque/eau 

(40: 10: 1 : 49) ; papier Tdhatman no 1 ; chromatographie descendante 24 à 36 heures d 

Ti 

4 
à 2 0 0 ~ )  e s t  de beaucoup l e  plus sa t i s fa i san t  e t  l e  plus pratique pour réa l i se r  

une séparation d'un mélange complexe d'oses méthylés. Cependant, l a  figure 25 

(p.82) montre que de noinbreuses taches se superposent e t  que l a  méthode n 'es t  

intéressante que pour obtenir une séparation en groupes des isomères di- , tri- I{ 
e t  t é t r d t h y l é s .  En éluant l e s  zones correspondantes, on recueil lera à p a r t i r  - I 

' 3  
d'un mélange complexe les  groupes d 'oses mono- , di-  , tri- e t  tétraméthylés 4 
dont l a  séparation sera  réalisée avec d'autres systèmes-solvants. 

- 4  .$ 
4 

A l ' a ide  dlhydrolysats de lactose e t  de mélibiose peméthylés, nous 1 
.il 

avons recherché l e  sys tème-solvant susceptible de nous donner une séparation 

sa t is fa isante  des 2 ,3 ,4 - e t  2,3,Ctrim6thylglucoses. Le syst6mc-s01vant no 6 de - 1 
HIRST e t  JONES (183) (figure 16 ; p. 83) ne donne pas une séparation absolument 

nette e t  reproductible : l e s  deux taches restent ,  en géaéra.1, associées e t  s e  

ohevauchent sur l a  moitié de leur  surface. 

On vo i t ,  au contraire, que le sys tème-solvant no 24 de TINELLI (184) 

donne une séparation plus sa t is fa isante  (figure 16) m a i s  il faut  déposer des doses 

t rès  fa ibles  ( 5 g de chaque substance pour obtenir l a  dissociation des deux t' 
taches. 

Enfin, avsc l e s  systèmes-solvants no 21 e t  22 de PETEK e t  TO DONG 

(185) ' à  base d'octane, on parvient à l a  m8me conclusion. 

Dane certains cas, l a  chromatographie bidimensionnelle apporte des 

résul ta ts  intéressants. Par exmple, l a  combinaison des systèmes-solvants 6 e t  14 

perm~t de séparer l e s  2,3,4- e t  2,3,6-triméthylglucoses . 

En conclusion de notre étude, nous avons retenu l e s  systèmes-solvants 

suivants : 

1 - l e  système-solvant no 6 de HELST e t  JONES (186) pour l 'analyse 

préliminaire d'un mélange complexe d'oses méthylés e t  pour l a  séparation en groupes 

d ' isomères mono, di-, tri- e t  tétraméthyl6s. 



MAN NOSE GALACTOSE GLUCOSE 

I 

- - 1 OSES 

'   ri-~ilhylis 

F i g u r e  15 

Répartition des isornères n6thylds du mannose, 

du galactose e t  du glucose dans l e  sys tème-solvant de 

iiIRST e t  JONES (136 bis)  

( n-butuiol/éthnol/mil~oniaque/eau : 

4 0 :  1 0 :  1 ? 4 9 )  - 



2,3,6-  trim6thyl glucose 

@ 2 , 3 , 4 -  triméthyl glucose 

0 2,3,4,6- t6tram;thyl glucose 

F i g u r e  16 - 
Comporter~nt chroiultogmphique des 2,3,4- e t  2,3,6-trinéthyl- 

giucoses dans dif f 6rents systèmes-solv,~ ts . 

b - n-octme/isopropanol/solution aqueuse d l -  noniaque à 1 O p. 100 (50: 25:2) 
PETEK e t  !PO D ~ G )  (188) s u r  papier inprkgnd de chlorure d'maoniun 
v o i r  Tableau VI11 ; p.80) 

c - alcool  isoa-iylique/acide oo8tiwe/eau(4: 1 :5) (TDE,LLI) (189) . 



2 - l e s  systèrzes-soivmts de PETEE: (1 90) e t  de 'I'IE'ELLI (1 91 ) qui  

donnent de bons rLsu l t a t s  dins 13 s 6 p ~ r a t i o n  d'isoirières i.l<thylGs. Ccpendmt , 
l ' é tude  syst&lat ique du coilporte.?ent des isonères nLtnylés des principaux oses 

r e s t e  à f î i r e  qu i  peEiet t rai t  de t i r e r  un :?ei l leur  p a r t i  de ces  systèr~es-solvmts.  

On v o i t  donc que l a  chro!;.ztogaphie s u r  papier n f e s t  pas encore 

parvenue à résoudre parfciterient l e  ~ r o b l & ~ ~ e  de l a  s ipara t ion  des oses ridthylés. 

C ' e s t  pourquoi, nous avons recherché une so lu t ion  4ventuelle :,. ces  problèi les 

en nous i n t i r e s s u n t  aux procedés de chro1.iatogr2phie en couche :,since e t  de chroma- 

tographie en phase gazeuse. 

3 - CEIROIQLT0Glt;PHIE: EN COUCHE NIfdCE 

Ln technique rdcente de chrorlstog-ra,phie en couche ?ince de ST!,EL 

(192) (Revues g é n é r ~ l e s  : h.E3REt1 e t  KUZ11ETSOiT.L ( 1  93) ; ISPLWEITE e t  al . (1 94) ; 

BOBBITT ( 1  95) ; DEPIOLE; ( 1  96) ; I)0EiL4GU3Z ( 1  97) ; ZULER e t  co11. ( 1  98) ; MGDERATH 

( 1  99) ; STLI;L (200) ; TRUSER (201 ) ) ,z C t C  ilppliquee '2 l a  sépzrat ion des oses 
pa,r 3ERGLLSON e t  co l l .  (202), I;EDEm?DR e t  DEFEFC%&I (203), PfJTTiXi ( 2 0 4 ) ~  P B Y ,  

SCT-IERZ e t  BANCHER (205 ) , FLiGixZZI e t  %ROf.ESS (206) , SCIIaIiEIGZR (207 ) , S T i Z  e t  

KALT!dNBBCII ( 2 0 8 ) ~  bk3SERTIa e t  KIiiiUS (209) e t  ZP;T)W70V e t  co11. (21 0 )  e t  aux 

d k i v é s  néthylés des oses p r r  DEFrURRiJiI, D5 LEDERKG 314, IvLiTSUHIRO e t  SPROVI3F.O 

(211), GE;E (212), I-IAY, LEWIS e t  SMIT2 (213),  PmY, &RBiSIC e t  IGiUSZ (214) e t  

TRTZ e t  BISHOP (21 5) . 

GLE (21 6 )  emploie l e  S i l i cage l  G 7789 !YERCK è 5 p. 100 d 'midon pour 

séparer l e s  d t r i v Q s  ncthylés  du s~cch-trose.  Le ,ê ,e auteur (217) a réce>l  e n t  

effectué une étude de l a  s$ar2tion des ano. i res  & e t P  des for!:es pyrannigues 

e t  furanniques de -- ndthylosides --- - -- de glucides divers  (nr-binose, f ruc tose ,  galztctose, 

glucose, rnlm!ose, xylose, r'laltose, ce l lcb iose ,  16libiose, s,.ccha.rose) e t  d ' , & t h e ~ ' ~  

nhthyliques d'oses . 
P 

La séparat ion e s t  effectuLe s u r  gel de s i l i c e  ( ~ i l i c a ~ e l  G )  au royen 

des systèi?es-solvmts : i ther/toluène (1 : 1 ) ou .2éthyl-c.thylc6tone/toluène (1 : 1 ) . 
La révblittion e s t  r é a l i s é e  par  une so lu t ion  aquewe d'acide sulfur ique h 5 p.100,k 

l,l 0°C pendCant 20 minutes. 



Selon G 3 3 ,  l e s  anoi ièresd sorit plus rapides que l e s  s n o ~ ~ è r e s  Q dms  

l e  cas du uannose e t  de l t a r ~ . b i n o s e ,  L T C ~ S  c ' e s t  l ' i nve r se  dans l e  CS  LI glucose, 

du g3lactose e t  du xylose. Les fonles  furmniques du fructose,  de 1'arz.binose e t  

du galactose sont plus  rapides que l e s  for.-es pjranniques e t  inverser:ent pour 

l e  glucose, l e  rmnose e t  l e  xylose, 

IihY e t  c o l l .  (21 8) r>réconisent l n  r6vLl3tion des dérivés  ,1éthyl6s par  

l ' a c i d e  sulfur ique concentré (chauffage prolongé :L 1 2 0 ~ ~ )  e t ,  s i  des fonct ions 

OI-; sont encore l i b r e s ,  ps r  l e  per_:,mgmate de potnss iu i  à 5 p.lOO dans l a  soude 

non?ale (chüuff-,ge 1 0 0 0 ~ ) .  L'auteur p o p o s e  une -1Lt:hcde de dosage co lo r i  lé- 

t r ique des  osides r ~ é t h y l i s ,  p w  12 néthode au phénol sulfur ique de JUBOIS e t  

SkITH (21 9). 

PmY, BERBALK e t  EkUSZ (220) u t i l i s e  l e  S i l iccge l  G de PERCE e t  un 

ta:,lpon bora té  pour sép~r re r  d ivers  dGrivés ~ é t h y l é s  du fructoae e t  du glucose. 

Rous avons rssse, bl& dam l e  t2bleau IX l e s  principa.les carac té r i s t iques  

de quelques s y s t è ~ ~ e s - s o l v l n t s  des t inés  > 13 chrozatogra-ohie en couche mince des 

dérivés ~é thylés  des os es.  

Les prealikres apr>lications que nous ::vans rL,disLes ont 6th t A s  

s a t i s f a i s a n t e s  e t  nous e f fec tuor ,~  actuelle-:ent une étude s p t t  latique des  colidi- 

t i ons  de sépcration en couche ,ince de &lunges d r4 the r s  ;éthyliques d ive r s .  

La pmpr ié t6  que possède l e s  -.&thylosides e t  l e s  ~:Lthylosides ..éthyles 

de d i s t i l l e r  sans s e  &&O poser ( v o i r  p. 61 ) ont p e r ' i s  Crn.psliquer 12 ch ro~a to -  

grashie en phase gazeuse ', l e u r  sL2ari,tion. 1 ;c IT 111s e t  co11. ( 2 2 1 ) ~  3ISROP e t  

COOPER (222) e t  XIRCZER (223) ont,  l e s  pre  . iers,  d , c r i t  des nrocédés de chmnnto- 

gra2hie en phrase gzzeuse de -i&thylosides A-Gthylés. Deymis l a  :<thode s ' e s t  

large-?ent répzndue e t  des r l s ~ l t ~ t s  encourrgemts ont tS obtenus. Ils ont  f a i t  

l l o b j e t  des  revues génLr33es de BURCImLD e t  SPOliid.3 (224) e t  de BISROP ( 2 s )  . 
---- -- - .--- P ---. ----.--~-- ~--*-.- ----- --- -- - ------ 

(%) - Ce t r c v a i l  de recherches techniques e t  b ib l io~rnph iques  a é t i  r é a l i s é  
eu collaboration avec ; . siichel NO: SXT-Y, Assistant,  a qui  nous adressons 
nos p lus  v i f s  r e l ~ e r c i e  lents.  



TABLEAU IX 

Chromatographie en couche gince des dér ivés  

rnithylés des oses 

saccharose 

HAY e t  co l l .  

Oses peu subs t i tués  1 

Oses acides e t  dér ivés  

a i 
I 

1 
JI r 

i 

(*) - A d t h  = acé t a t e  d 'é thyle  ; EtOH = éthanol ; IJEC = néthyléthylcétone ; 

Benz = benzène ; AcCOOH = acide acétique ; HeOH = méthanol ; 

n Po2 = n-propanol ; ri BOH = n-butanol . 



LI analyse des dér ivés  néthylés des .é thylosides e s t  t r è s  f i n e  puisque 

l e s  ano;i&resd\et des for-:es pyrmniques e t  furamriques sont  a i sézent  séparés 

(*) (BAXTER e t  P@LJIY (230) ; BISSOP e t  COOPER (231 ) ) . 

La chrorratographie en phase gazeuse des zléthylosides .-iéthylés ob&t 

aux l o i s  générales su ivmtes  : 

1 O- l1anor?ère précède l tanonère  d , à condition que lfhydroxyle du carbone 2 

s o i t  en posi t ion equatoriale .  S i  ce dern ier  n l e s t  pas subs t i t ué  e t  s ' i l  s e  trouve 

en out re  en posi t ion trms par  rapport à l 'hydroxyle serii-acétalique, l l a n o r , è r d  

possède un volme de ré ten t ion  plus f a i b l e  que c e l u i  de iTanonère 3 (KTLEIT? e t  

BMTXR) (232) . \ 

2 O -  l e s  teizps de re ten t ion  var ien t  en raison inverse du degré de subst i tut ion:  

l e s  3é thylosides dii?éthylés succèdent, par  e x e ~ p l e ,  aux dérivés triitiéthylés, 

ces dern iers  s u i v w t  l e s  dér ivés  t é t r m é t h y l é s  , 

Les principaux procédés de chro-atographie en phcse gazeuse des 

néthylosides rnétflylés d s c r i t s  jusqulB présent sont l e s  suivants ,  

KIRCH3R (23 3) recoL aaand-e l1 enploi du polyester  succinique du 

bu tane  -1 ,4-dio1,a 'Apiezon 14, d fhydroxL:thylcellulose pe rL thy lée  ou dTar?idon 

perr7Lthylé corxie shase l i qu ide  st,;tionnaire e t  l e  chroi~osorb W ou l a  C é l i t e  545 

comie support i n e r t e .  L3 ter,pérature e s t  coLLprise  en t re  150 e t  220OC e t  l e  

débi t  du gaz vecteur  e s t  àe  50 5 180 nl/r,in (1 'hél iwi  ou 1 'argon sont  reco~x:and~s) .  

L'éiuteur a obtenu d 'excel lentes  résolut ions du ,iélange des tri- e t  tétra-0-méthyl- 

iiéthyl-D-osides du xylose, de llar,a.binose, du n m o s e ,  du galactose e t  du glucose 

avec 1 hydroxyéthylcellulose r~e thylee  f ixée s u r  du Chro,.losorb W . 
Le co~iporte,lent des tri-~éthyl-n6thylglucosides (2,3,4- , 2,3, 6- , 

2,4,6- e t  3,4,6 ) e t  du 2,7,6-trir?éthyl-1-1éthyl-annoside a é t é  étudié p a r  BISHOP 

e t  COOPi5R (234) avec l e  po lyes te r  succinique du butme-1,4-di01 déposé s u r  de 

l a  br ique p i1  ée . 
GEE e t  F?&KER ( 23 5) ont plus réce;:inent prec isé  que l a  brique p i l ée  

provoquait souvent des adsorptions irrciversibles e t  l e s  auteurs  conse i l len t  

l 'er iploi  du Chronosorb W (::iesh 60-80) avec l f e s t e r  succinique du diéthylèneglycol -- -.-se-- * -- ----- ---~-- 
(*)- Les dérives rnéthylés du inannose of f ren t  un cas p ~ r t i c u l i e r .  En e f f e t  , l a  ~ S t h y l -  
os ida t ion  de c e t  ose e t  de s e s  dér ivés  .ldthylds conduit quantitativement 5 
1 ' moiaère d, (BISZOP) (23 6) . 



ou du néopentylglycol ou l e  Carbowax 20 PI co,me phase l iqu ide .  Une séparat ion 

s a t i s f a i s a n t e  des dérivés rîéthylés du glucose, du fructose e t  de quelques 

diholosides (saccharose, i ié l ibiose)  a é t i  obtenue par  l e s  auteurs.  

J O B 2 3  e t  PEmY (237) ont ariélior6 l e s  séparat ions en n&lmt au support 

des b i l l e s  de verre  qui présentent 1 'a.vantage de f a c i l i t e r  l e  pxss.~ge du gaz 

dnns l a  colonne. 

YDIL'FKliWii .(23R) sont parvenus une boxme rLsolution à 235" du 

aélange des 2,3,4- e t  2,3,6-triaéthyl-c~éthylgalactosides e t  du 2,3,6-trir,éthyl- 

inéthylglucosiàe avec l e  polyester  adipique du diéthylkne-glycol f i x é  s u r  

Chronosorb . 
Récement, LYSPIfikLL (239) a é-t;udi& l e  c~~ lpo r t e i l en t  de nolibreux r~éthyl-  

osides iléthylés à des degrés divers ,  sur des colonnes de polyester  succinique 

du b u t m  e -1 ,4-di01 h 1 7S0 ou de polyphényle é ther  (m_-'oi~-~i-~hénox~) benzène 

à 200°C . 

Hous avons, en ce qui nous concerne, abordé ce problène en recherch<mt 

des conditions opCretoires qui  perplet t raient  une sépû,ration convenable du nélange 

des dérivés 1;iéthylés du glucose, du galactose, du .~ûnnose e t  de l a  $1-ac6tylgluco- 

s a d n e .  Ces oses  entrent ,  en e f f e t ,  dans l a  CO-pos i t ion  du grouperlent prosthé- 

t ique de l a  p lupar t  des glycoprotéides na ture ls .  

Notre i tude a por té  dnns un pre  l i e r  te l lps  s u r  l e s  conditions de 

séparat ion des isonères tri- e t  t6trazLthyl4s de ces  oses. On v o i t ,  dans l a  

f i gu re  17 (p.89) q u ' i l  e s t  possible d1obtenir  une séparûtion convenable des 

principaux dér ivés  peméthylés  du nannose, du galactose e t  du glucose. Ces résul- 

t a t s  p ré l in ina i r e s  sorit actueller.ent coi ip l i tés  par  une 6tude sys tbriatique de l a  

réso lu t ion  des divers  isonères  té t ra- ,  tri-, di- e t   ono. o.-éthyl6s de chacun de ces 

oses, p r i s  sépaxélent ou en nélange. Il apparaî t ,  d 'ores  e t  dCjà, des zones 

d l in t e r f é rences  co..uie dans l e  cas de 1i ch ro i~ tog rayh ie  sùr papier.  I l  senble 

donc que nous a l lons  nous heu r t e r  aux :@mes problèrL1es que ceux que nous avons 

rencontrés avec l a  chroraatograpbie s u r  papier.  Cependarit, l e s  travaux actuel le-  

ilent en cours nous p e r ~ e t t e n t  d 'espérer  qu'une so lu t ion  s a t i s f a i s a n t e  scra trouvée 

dans un avenir proche, 
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F i g u r e  17 

Séparation chmnato graphique en phase gazeuse de , ~ é  thyl-néthylosides 
r éa l i sée  dans l e s  conditions suivantes : chmnatographe SMiDON, type 360; 
détecteur à ionisa t ion  de flanrie ; sup-port : Chromosorb W (nesh 60-80) 
20 p.100 dlApiezon M/ Chronosorb W à 20 p. 100 de polyester succinique -du 
butane-1 ,4-diol/billes de verre à 0 , l  p. 1 00 d 'kpiezon M (1 : 1 : 2) ; colonne 
de cuivre de 4 m/150 m ; gaz vecteur : hydro&ne/azote (3 : l )  ; débit  : 
30 ml/nin ; ternérature : 2000C . 



C ORCLUSI ONS 

Cette brève revue générale des r é s u l t a t s  obtenus jusqu'à présent 

dans l a  s6paration e t  l t i s o l e n e n t  des oses néthylés pemet de préciser  qu'une 

étude t r è s  poussée r e s t e  à f a i r e  dans ce domaine. E l l e  prorlet d 'ê t re  longue 

mais t r è s  fructueuse. Il s ' a g i t ,  en ef fe t ,  6e rechercher, en s 'a idant  des procé- 

dés actuels ,  une néthode susceptible de r é a l i s e r  une séparation parfa i te  des 

nombreux isomères méthylés des oses. L ' iner t ie  chixique de ces composés, l eu r s  

configurations noléculaires t r è s  proches, rendent l e  problème d i f f i c i l e  à résoudre 

e t  nous sommes convain CU que, seule,  l 'association de  plusieurs méthodes per- 

mettra d 'y apporter une solution. 

k - IDEliTIFICATIOTI DES OSES METHYIBS 

I - DETERIqINATION DES CORS TANTE23 PKYSIQlTES 

Dans l e  cas p a r t i c u l i e r  e t  ra re  où 1 'on parvient à i s o l e r  un dér ivé  

2 - REVELATIODS SPECIFIQmS 

Les oses rriéthylés réducteurs sont révélés,  dans l e s  merries conditions 

que leurs  homologues non rnéthylés, par l e  r é a c t i f  au phtalate  ou à l 'oxa ia te  

riéthylé par  1 'application d'un des procédés physiques d ' isolenent que nous 

avons déc r i t s  précédeüment (voi r  p. 74 ), il s e r a  aisénent i d e n t i f i é  pa r  l a  1 
détermination de son point de fusion, de son pouvoir ro t a to i r e  spécifique (~ab leauk  

1 à V ; p.62 à 6 6 )  ou encore de son indice de réfract ion.  Précisons cependant 

que toutes l e s  techniques physiques d'isolement e t  d ' ident i f ica t ion  ne sont  

jamais rigoureusement quanti tat ives e t  ne sont pas u t i l i s a b l e s  en micronéthode. ' 

Au cours d'une séparation par chroïnatographie sur colonne, l a  déterni- 

nat ion syst61mtique des indices de réf rac t ion  ou des pouvoirs ro t a to i r e s  de 
I 

' I 

7 '  chaque f r ac t ion  p e m e t t r a  de t r ace r  l a  courbe d ' é lu t ion  e t  d ' i d e n t i f i e r  l e s  

produits  élués.  La déteminat ion u l té r ieure  des points  de fusion de chaque , 
substance i s o l é e  apportera l a  confirmation de s a  pureté e t  de sa nature. 

i 



d ' a n i l i n e  de PARTFtIDGE ( 240 ) . HOUGH, JOlJ3S e t  W1J)liUi.K ( 241 ) on t s ignal  6 ,  dès 

1950, que l e s  oses dont l e  cz.rbone 4 e s t  nethyld, dorinent une coloration rose 

avec ce r éac t i f .  Les oses r~éthylbs dont 1s fonction hydroxyle du carbone 4 e s t  

r e s t ée  l i b r e  prennent une colorat ion brune classique. Cette p a r t i c u l a r i t é  e s t  

pa r fo i s  t r è s  i n t é r e s s m t e  pour f a i r e  l a  discrimination en t r e  deux isoirères 

2,3,4- e t  2,3,6-tri:iéthylés q u i  ont p r a t i q u e ~ ~ e n t  l e  aê:ie co. ;portenent chroaato- 

graphique, coime c ' e s t  l e  cas  pour l e  2,3,4-tririéthylglucose (colorat ion rose)  

e t  l e  2,3,6-tri~néthylglucose (colorat ion brune) qui nigrent  pratiquement à l a  

n8ne place dans l e  systène-solvant n-butânol/éthanol/a~ri1~0nia~ue/eau de HIRST 

e t  JOBES (242). 

Il e s t ,  d ' a u t r e  p a r t ,  possible  d ' i d e n t i f i e r  l e s  oses .~néthylés s u r  l e  

carbone 2 en u t i l i s a n t  l e  r éac t i f  de 'vJkiLLZîiFELS (243) au t r i phény l t6 t r azo l im  

(TTC) en n i l i e u  s o d i p e  (pulvérisat ion du chromatogrx~ie par  un mélange à p a r t i e s  

égales d'une so lu t ion  aqueuse à 2 p.100 de TTC e t  de soude 1 M su iv ie  d'une 

exposition de 20 a i n  à 40°C dans une at810sphère sa turée  de vapeur d'eau, d 'un 

lavage Z l ' eau  e t  d 'un séchage .& 2 5 0 ~ ) .  Les oses donnent une colorat ion rouge 

sombre, tandis  que l e s  oses néthylés en C donnent une colorat ion rose (B~LL 
2 

e t  DEDOXDER) ( 244) . 
Les oses néthylés  non réducteurs peuvent ê t r e  révélés  par  l e  r é a c t i f  

au naphtorésorcinol/acide chlorhydrique de FORSYTH (245) e t  l e s  cétohexoses 

néthylés  par l e  r é a c t i f  c lassique ';. ltur6e-chlorhydrique de DEWDDEK (246). 

L ' i den t i f i ca t ion  chror~atographique des isorières , iéthylés s e  f e r a  

plus sûrment  encore par référence :L des térloins, grâce 2 l a  dé t e r  qination des 

RF OU des  hG par  rapport 2&u 2,3,4,6-tLtraiOthylglucose. 

3 - DETEE~iINATIOB DES VOLUP/ES ET TEi:iPS DE R,ZTZT\TIOW 31: CFBOY&TOGRkPliIE ET7 PHkSE ----- --Pm 

GkZxUSE -- 
L' ident i f ica t ion  des dérivés r,:éthylés e s t  r éa l i s ée ,  en chroinatopaphie 

en phase gazeuse, grâce 2 l a  déter-iination des volwies ( V  ) e t  des t e ~ ~ p s  ( T ~ )  R 
de ré ten t ion  des co~iposés,  On u t i l i s e ,  en g h é r a l ,  un ténoin in te rne  de 

2,3,4,6-tétra; ~éthyl-ri,éthylglucoside qui peme t d ' expriner  u n v o l x l e  ou- un tenps de 

ré ten t ion  r e l a t i f  e t  de rendre l e s  rCsul ta t s  plus c o ~ p a r a t i f s .  --- 



LA cause des i i pe r f ec t ions  des 6thodes de séparat ion,  il s e r a  par fo is  

indispensable de f l i r e  r e tou r ,  par  àL, ~Ctllylntion, S 1' ose i n i t i a l  de incmière 

à r é a l i s e r  l ' i d e n t i f i c a t i o n  des dCri~r4s iléthylés e t  >L doser avec précis ion en 

f a i s a n t  appel aux techniques cl  assiques de dosage colori,;étrique des oses. 

Deux n6thodes e f f icaces  de d k é t h y l a t i o n  ont $ t é  d5cri tes  : l l u n c  

u t i l i s e  l ' ac ide  bromhydrique (HESS e t  N E L T Y I f l  (247) e t  iiOUGS, JOTiES e t  WAI)FM\i 

(248) ) ; l ' a u t r e  f a i t  appel au t r i ch lo ru re  de bore en prgsence de chlorure de 

r~éthylène (&LE$', BO??T;IER, BOUFNJ3 e t  SAVILLE) (249) . 
a - Méthode de dér:4thylation par  1' acide broijhydrique - " - .---- --- 

5 L 10 .-,g de sucres  _&thylGs e t  1 m l  d'une solut ion d'acide broihy- 

drique 48 p.100 (p:p) sont  riaintenus en tube s c e l l é ,  au bain-marie Foui l lan t ,  

pendant 5 ilinutes.  près avoir d i lu6  à10 :II, on neu t r a l i s e  par  l e  carbonate 

d 'argent  e t  on f i l t r e  ap&s 15 riinutes d ' a g i t a t i o n  en p r k e n c e  de charbon a c t i f .  

Les dernières  t r a c e s  d 'argent  sont  Bli,Linées pa r  un barbottüge d'hydrogène 

su l fu ré  su iv i  d 'une f i l t r a t i o n  s u r  chzrbon. Le f i l t r a t  e s t  concentré e t  analysé. 

On ob t i en t ,  en gSn[:ral, l e s  ho;lologues néthylés i n f t r i e u r s  i:i&lés à 1 'ose de 

départ.  L a  d&iéthylation n f  e s t  donc pas quant i tâ t ive .  

b - Piéthode de dé i~é thyla t ion  p r  l e  t r ich lorure  de bore -- ----------- 
La ;:&-hode, appliquée par  ALLr% e t  c o l l .  (250) au cas des oses,  e s t  

c e l l e  qu 'u t i l i s è r en t  GEKRnRD e t  LAPPgRT (251 ) pour l e s  hexi to ls .  

300 h 500 mg de t r i ch lo ru re  de bore r e d i s t i l l é s  sont i n t rodu i t s  dans 

un tube. On porte  à -70°C e t  on in t rodu i t  10 d 'oses  :léthylés e t  1 à 2 ral 

de chlorure de rléthylène. Le tube e s t  de nouveau s c e l l é  e t  riaintenu à -70°C 

pendûnt 30 ninutes.  On rar;ène ensui te  à l a  tenpérature ordinaire  e t  on évapore 

sous vide pendant une n u i t  en présence d'un déshydratant. On ajoute  ensui te  5 1-11 

d'wl rilélange de lnc2thanol e t  d'eau ( 1  : 1 ) pour décol-,poser 1 'excès de r é a c t i f  e t  

on évapore sous vide. 

Les auteurs  ne s igna len t  pas de dégrsd.*tions pour l e s  aldoses,  l ia is  l e  

f ruc tose  e s t  nodi f ié .  En g k s r a l ,  on obt ient  1 'ose i n i t i a l ,  .riais l a  dénéthylation 

n ' e s t  j a r a i s  rigoureuseilent quant i ta t ive.  



Une raodification à c e t t e  technique, apportée par  TIIV&LI (252) per ie t  

de parvenir à une ddléthylat inn t o t a l e  : l e  nélange e s t  ~ d n t e n u  pendünt 

20 riinutes h -70°C, puis pendant 24 heures à la te,:pSrature ordinaire .  

Bien que l a  r~éthode s e  prQte  d i f f i c i l e ; , en t  à des appl icat ions quanti- 

t a t i v e s ,  e l l e  e s t  t r è s  in té ressante  pour i d e n t i f i e r  un ;&ange d'oses ~ ~ é t h y l é s  

dont l e s  cor3porteinents chronatogravhiques sont iden tiques.  L ' é lu t ion  des taches 

obtenues par  chro:latogral?hie s u r  papier avec l e  s y s t è r ~ e - s o l v a t  no 6 de HIPST e t  

JOTL'ES (voi r  p. 80 ) p e m e t ,  par  exenple, d ' i d e n t i f i e r ,  après dézéthylat ion,  l e s  

t t he r s  dirx5thylés du glucose, du galactose e t  du ,nannose dont l e s  va leurs  de 

RG sont identiques.  

Connaissant l e  ~ récan i s~ le  de l n  rgact ion d'oxydation periodique des 

fonctions dl-glycols ,  on conçoit aisé. ent q u ' i l  peut ê t r e  in té ressant ,  dans 

cer ta ins  cas,  d ' é tud ie r  l n  cinét ique d'oxydetion periodique d 'un ose r,éthylé 

dans l a  riol&cule duquel subs is ten t  un ou des fonct ions 4-glycol iques.  

B - DOSAGE DES 0233s s@THYLZS -- - - 
Le dosage des  oses :néthylGs e s t  extrêaeiient dé l i ca t  car ,  s i  l e s  

techniques de doseges elles-:,:êr~es n ' o f f r en t  aucune d i f f i c u l t 6  - e t  l e s  procédés 

classiques à l 'anthrone e t  h l ' o r c i n o l  su l fur iques  sont parfaiteiient appl icables  - 
e l l e s  sont  cependant d i f f i c i l e r e n t  u t i l i s c b l e s  à cause des inperfect ions des 

rqéthodes de séparat ions quant i ta t ives  des dGrivés r,éthyl8s e t  de l 'absence des 

conposés purs de reférence dest ings :L 1 - 2  préparat ion des solut ions- t&ioins.  

Aussi l e s  r é s u l t a t s  apportés jusqu'5 prksent par  l e s  auteurs sont - i l s  t r è s  

approxinatifs.  A c e t  égard, 1 a chroi.~atographic en phase gazeuse e s t  des t inée  

L rendre l e s  p lus  grands serv ices .  

Cependant, dans l a  nesure où l ' o n  possède des corlpossé purs de r6f6- 

rence, l e s  néthodes classiques de dosage des oses par  chronatogrtzphie s u r  papier 

sont  q p l i c a b l e s  aux oses  n6thylQs. 



L'étude des rGthodes de 7:éthylation e t  des procédés de séparat ion 

e t  d ' i den t i f i ca t ion  des  oses e t  des osides li6thylés nous pemet  donc de 

t i r e r  l e s  conclusions suivantes  : 

1 - Les norbreuses ,?odifications apportées 2, l a  néthode or iginale  dlHAWOflH 

au s u l f a t e  de 1~6thyle ,  pu is  l e s  techniques qui s e  sont d6veloppées à p a r t i r  

du procédé : l ' i odu re  de  éthyle de PURDIE e t  211VDB, enfin,  l e s  t en t a t ives  

d 'associat ion de ces deux c ~ é t h o d ~ s  suf f i sen t  :, j u s t i f i e r  une étude c r i t i q u e  

pcussée des techniques proposées en a f f i n ~ a t  - a p r i o r i  q u ' i l  n ' ex i s t e  pas encore, 

B l ' h e u r e  ac tue l l e ,  de néthode gén6rale de néthylat ion des osides.  Il  s ' a g i t  

donc de cho i s i r  p a n L i  tous l e s  procédés qiu ont  é t é  ~ r o p o s i s ,  c e l u i  ou ceux qui 

s e m n t  applicables avec l e  plus d ' e f f i c a c i t i  2~ l ' explora t io i i  de la s t r u c t u r e  des 

glucides.  D'autre ? a r t ,  il devient ngcessaire actuelle-lent d t i t end re  l ' a p p l i -  

cat ion de l a  méthode de ~ ~ é t h y l a t i o n  S 1' étude de la s t ruc tu re  du groupesen t 

prosthétique des glycoprot i ides .  3iotre t r a v a i l  personnel a é t  t orient6 en 

fonction de ce t t e  dernière  préoccupation 

La conclusion e s s e n t i e l l e  que nous pcuvons t i r e r  des  r é s u l t a t s  

obtenus par  l e s  auteurs  e t  par  nous-I &,le e s t  que l a  periiéthylation d ' u n  glilcide 

d o i t  ê t r e  cor?rencée en appliquant lm procédé d i r i v é  de l a  néthode o r ig ina l e  de  

H.LW0RTI-I au su l f a t e  de  éthyle e t  t e n i n é e  en t i r a n t  de l ' a c s ion  ~ lé thy lan te  

plus énergique de 1 ' iodure de ?éthyle ,  

2 - Para i  l e s  procédds iodemes de séparation, d ' i solenent  e t  d ' i d m 5 i f l c a  ciori 

des cons t i tuants  glucidiques,  tous ont 4 t L  -- ou c~~xzencent  ''t ê t r e  - appliqués 

à 1' étude des éthers  iléthyliques. 1 ous avons f a i t  l e  point des  r é s u l t a t s  acqulç,  

Kous pcuvons a f f i r ~ e r ,  d ' m e  p a r t ,  q u ' i l  nlexi.ste pas encore de procédé g6nér2.1 

de séparat ion e t  d l i d e n t i f i c a t i c n  des dérivés néthyles  des glucides s t ,  d ' a u t r e  

pa r t ,  que l a  solut ion & ce problène se ra  apportée par  La conbinaison de diÎYé- 

ren tes  rnéthodes co,iile l ' é lec t rophorèse  e t  l a  chronatogrziphie sur cclonne, s u r  

papier  e t  en phaee gazeuse. Ce dern ier  procéde' s e r d i t ,  d ' a i l l e u r s p  l e  p lus  



sens ib l e  e t  l e  p lus  séduisant . L ' u t i l i s  a t i o n  de chrom tographes en phase 

gazeuse prépara t i f s  per r ie t t ra i t ,  en outre ,  d ' i s o l e r  l e s  dér ivés  néthylés 

des glucides à l ' é t a t  pur e t  en quant i tés  suf f i san tes  pour que s o i t  possible 

l1 applicat ion des  "anciennes" céthodes d ' i den t i f i ca t ion ,  corse l a  dé teminat ion  

d'un po in t  de fus ion  ou d'un pouvoir ro t a to i r e .  

Ayant Gt6 mené f o r t u i t e ~ e n t  à aspl iquer  l e  "procédé de perridthylati.cn 

des glucidestt  pour t e n t e r  de résoudre l'énigme de l f a l l o l a c t o s e  du l a i t  de 

Ferze ( v o i r  p. 107 ), nous en avons découvert l e s  problèzies e t  nous nous attachons 

à présent  à l e s  étudier de façor, systénatique. Les quelques travaux personnels 

qui s o n t  nés de c e t t e  étude e t  dont nous nous proposons, à present ,  d t e q o s e r  

l e s  r é s u l t a t s ,  ne  représentent ,  B nos yeux, qu'une introduct ion à un enseiible 

de recherches à e f f ec tue r  dans l e  domine s i  a t tachant  de l a  chinie  des  

glucides.  



PERNETHYLATIOE DES OSIDES LT SEPARBT 101' -- 
QUAI?PITATIVE' DES DERABS BBTHYL8S DES OSES 

par  WALmfSFELS, BECETLER, KUHN, TRISCWMK e t  
EGGE (252 b i s )  

Les auteurs ont f a i t  une étude coaparée des procédés de néthylat ion 

d 'oses  e t  d 'os ides  (oligo- e t  pclyosides) par l ' i odu re  de   éthyle e t  l'oxyde 

de baryurn e t  par 1.2 su l f a t e  de :?éthyle e t  l a  baryte dans l e  dinéthylsulfoxyde. 

Dans cer ta ins  cas ,  l a  méthylation e s t  t o t a l e  ap&s un seu l  l tcyclel l .  Les iiéthyl- 

osides sont ensu i t e  séparés par  chrorlatographie en phase gazeuse. 

PROCEDES DE METHYLATIOB - 
1 - Iodure d e  néthyle-oxyde d 'argent  

a- dans l a  d iné thy l fo rna~ ide  (DFP) 

b- dans l e  dinéthylsulfoxyde (DMS) 

II - Iodure de  méthyle - Ba02 e t  (ou) B ~ ( o H ) ~  

a- dans l a  dir~éthylforrraiide 

b- dans l e  dinéthylgdfoxyde 

c- dans l e  nélange: dinéthylfornai~ide + dir~éthylsulfoxyde 

III - Sulfate de  néthyle - Ba02 e t  (ou) B~(o!I):, 

a- dans l a  dirnéthylf~ri~mxidc 

b- dens l e  ilélange : d iné thy l fo rca~ ide  + dinéthylsulf  c>xyde . 
II' - Sulfate  de méthyle e t  soude . 

Le choix de l a  uéthode dépend de l a  na ture  du composé à néthyler  

(50 m g  à 20 g) : 

1 - L1inso lub i l i t é  des glucides dans l a  DMF nécess i te  l e u r  néthylat ion préa- 

l a b l e  par  l e  s u l f a t e  de uéthyle e t  l a  soudo (procédé IV) su iv ie  d'une néthylat ion 

suivant  II b ou II c . 
2 - Dans de nolqbraix cas ,  appl icat ions du procédk III b 

3 - La néthylat ion des oses  e t  des glucides acétylés  e s t  effectuée suivant 

III a , 



ETUT)E CRITIQUE 

Plusieurs  cycles  de néthybatirn suivant HAWORTH ne conduisent pas 

au peméthyl lactose.  Seul l e  procéde I I I a  ( s u l f a t e  de iiéthyle - B a ( 0 8 ) ~  dans 

l a  DMF) pemlet l a  perr?éthylation de c e t  oside en un tenps,  l e  procédé I a  

é t an t  jugé inef f icace  par  les auteurs.  

Kous étions parvenu à l a  nêiie conclusion (vo i r  p. 101) . 

DOSAGE DES METHOXY 

La quantité théorique de groupenents ï~éthoxy est-  pour un oside - 
de 45,6 p.100 (p:p) . . . 

Les auteurs u t i l i s e n t  l ' a p p a r e i l  de VIEBOCK P. e t  SChW@PACE A.  . . 
( ~ e r . ,  1930, - 63, 2818) e t  appliquent l e  procédé de TJIEBOCK F. e t  BR!3CHEX C. ,  

( ~ e r . ,  1930, - 63, 3207). Ils suivent auss i  l a  d i spa r i t i on  de l a  bande d'absorp- 

t ion  à 2,8 - 2,9 des spec t res  infra-rouges. 

CHROPIATOGR(iPEiIE DES OSES ET N;iL;THYLOSIDES 1IIETENLES -- P - 
Les oses nsthylés  sont l i b é r é s  pur une hydrolyse acide classique e t  

l e s  néthylosides par un chauffage à 80 - 90°C dans du néthanol chlormdrique 

( 2  p.lb0 dtl-1~1) pendant 24 à 90 heures. 

1 O- Chronatographie su r  papier  ----- - 

La chrorlatographie en phase inversée (WICDERG B. , Acta Che:. . Scand. , 
1958, - 1 2, 61 5 )  : papier i .prégne de toluène e t  de diciéthylsulfoxyde (5 : 1 ) ; 

phase :?obile : é ther  isopropylique sa tu ré  en diriéthylsulfoxyde ; chromatographie 

ascendante. Les auteurs parviennent à séparer l e s  2,3,Lt- e t  2,3,6-triméthyl- 

gluccses e t  l eurs  ai.o:&.-es d, e t  p . LE révélat ion par  l e  phosphate d ' an i l i ne  

e s t  su iv ie  d'une é lu t ion  des taches e t  d'un dosage colorinétr ique.  

20- Chronatographie en phase gazeuse - 
La séparation des !.!éthylosides néthylés par  chronatographie en phase 

gazeuse e s t  r éa l i s ée  dans l e s  conditions suivantes  : 



Support : b i l l e s  de verre ( d = 0,3 EI) 

Phase ac t ive  : hydroxyéthylcellulose pa r t i e l  lenent né thyl6e 

Longueur des colonnes : 0,6 , 1 ,2  e t  3 rïc 

Tenpérature "progairi.léett en t re  140 e t  1 5 5 O C  (augmentation de 

Teqéra tu re  d l in j ec t ion  : 270°C 

Teixpérature du d6tec ta i r  : 2 8 0 0 C  

Phase mobile : hiliu.2 (21-22 21 p. i-lin) 

S e n s i b i l i t é  du détecteur : 1 

1,60C p. min) 

Les auteurs pr6cisent enfin l e s  temps de rLtention de norioreux 

dérivés rr,éthylés de l a  glucosz-ine e t  de l a  galactossi ine (colonne de polyester 

succinique du Lutane-diol sur kieselgukir ; teripérature variant  de 200 à 2 5 0 0 C  ; 

débit  de l1h6liurl : 70 à 202 n l  p. m i n  ; tenps de  rétent ion variant de 15 à 

120 min) . 



T R A V A U X  P l 2 B S O F : G L L S  

- -.- P 



Dans l e  bu t  de résoudre cer ta ins  problèmes de s t ruc tu re  posés pa r  

l e s  glucides l i b r e s  ou combinés, nous avons étE ainené à ef fec tuer  une étude 

c r i t i q u e  des d ive r s  procédés de néthylat ion des sucres de , : ,a ière  à adopter 

une r-éthode capable dc? r é a l i s e r  l a  perîiéthylation des glucides.  ;Tous avons 

dé jà  exposé, dans l e s  chapi t res  précédents, quelques uns des r é s u l t a t s  que 

nous avons obtenus. (vo i r  p .36, 40, 42, 43 , 50 , 51 ) . Nous l e s  rappellerons 

briève-lent dans l e  prer:ier paragraphe ccnsacré 5 nos recherches persorL_elles 

en l e s  accr>r.lpagntu?t de  l a  descr ip t ion  de r îod i f ica t ims  que nous avons apportées 

à c e r t a i n s  procédés de rléthylation e t  de :&thodes orig5nales que nous avons 

étL anen6 à z e t t r e  au point.  

lqous exposerons ensui te  l e s  r é s u l t a t s  auxquels nous ont conduit 

nos travaux s u r  l1 a l lo lac tose  du l a i t  de Fer?:?e, s u r  l e s  cérébrosides des ------ 
r a t e s  nomales  e t  de :=ladie de G2SCIER e t  s u r  l1  ovorriucoYde, - --- 

des OSIDES 

llous avons appliqué au lac tose  e t  au  rîélibiose l e s  procédés de 

lidthylation su ivants  : 

1 - Néthode or ig ina le  au s u l f a t e  de Gthyle de EATiiCRTI; (253) (voir p.35) . 
2 - G t h o d e  au s u l f a t e  de :2é thyle de KUHPi, BAER e t  GUUEB (254) (voi r  p. 42) . 
3 - Néthode or ig ina le  5 l ' i odu re  de y~éthyle de PUXIIE e t  I R V I i 3  (2555) ( v o i r  p.44). 

4 - Procédé rzixte au su l f a t e  de :;éthyle e t  l l i d u r e  de oéthyle .  

5 - Procédé à l ' i odu re  de :éthyle, a prcsence de bar,-te de IIITD; e t  T,FIISCBWJN 

( 2 5 6 )  (voir  p.51) . 
6 - Procédé à l ' i odu re  de néthyle,  en présence d'oxyde d 'a rgent  e t  de d i d t h y l -  

fon-lanide de KUE-3Y, BAER e t  GAUIG (257) ( v o i r  p.50) . 



Les e x t r a i t s  c h l o r o f o ~ ~ i q u e s  des solut ions de peméthylat ion ont 

é t é  s o i t  néthanolysés (vo i r  p.71 ) pour ê t r e  ensuite sou r~ i s  à. l a  chronatographie 

en phase gazeuse (voir  p. 85 ) , s o i t  hydrolysés par  1 'acide chlorhydrique 2 Pi 

(vo i r  p.72 ) pour ê t r e  6tudiés par  chrorîatogro,phie s u r  papier  dans l e s  

systenes-solvahts de EIRST e t  JQ,ES ( 258) (n-butanol/éthanol/s: :oniaque/eau : 

40: 10: 1 : 49) ,de PEThK e t  TO DCYG (259) (octane/isopropruzol/mlution aqueuse 

d ' a oniaque à 1 0 p. 1 00 (50 : 25 : 2) s u r  papier P?prLgné de chlorure d aiiloniu:) 

e t  de T1;E;LLI (260) (alcool  isoanylique/acide acétique/eau)(4:1 :5) . 

1 - PROCEDE 0RIGIT;L de HAWORTH (261 ) au SULFASU DL I*ESXI& -- - 
L'application de ki :léthode or ig ina le  de  I&ltJORTLi à l a  néthylat ion 

du lac tose  nous a conduit ,ap&s hydrolyse chlorhydrique, au nélange des dérivés 

ciéthylés s u i v m t s ,  séparés e t  dosés yar chroi:atogr-2hie s u r  pzpier dans l e  

systèr~e-sol:rz,nt de 1-IIRST e t  JOPJES : 

On v o i t  que, d cÔtG des deux dérivés de p e ~ ~ é t h y l a t i o n  ( l e  2,3,6- 

t r inéthylglucose e t  l e  2,7,4, 6- tétrai i thylgLdactose) ,  on t rn ive  une quant i té  

équivalente de  trL"iéthylga1actose e t  de nor~hreux dériv6s ;none-et dinéthylés 

du galactose e t  du glucose. Enfin, Le rende~:er,t ne dépasse pas 50 p. 100, par 

s u i t e  d'une dégradation de l ' o s i d e  i 60°C e t  95OC en présence de l a  solut ion 

de soude à 70 p.lOO e t  d 'une pe r t e  de p r o h i t s  non r16thylés au cours de 

1 ' ex t rac t ion  chlorofomique . 

rnfi'TAT1rn I) ' AI~~LIORiiTIGI. 

Ln tenant  c o ~ p t e  des observitions de hTISI s u r  1 ' e f f e t  néfas te  des 

tenpératures  t r op  élevées s u r  13 s t a h i l i t 6  des ~ o l C c u l e s ,  nous avons é tudié  

l a  v i t e s s e  de subs t i t u t ion  ù OaC , +4OC e t  +20°C . Les e s s a i s  ont é t é  r éa l i s é s  



s u r  du galactose e t  du lactose.  Après 5 addi t ions de su l f a t e  de yléthyle 

(1  0 n l  par g r a t m  de galactose ; 20 n l  pnr gra:,le de lac tose)  su iv ies  chaque 

f o i s  d'une a g i t a t i o n  de 24 heures, en :laintenant l e  pH à 10 - 12 par  addi t ion 

autonatique d 'me so lu t ion  de soude 10 1: au rloyen d'un t i t r a t e u r  autoimitique 

(voi r  p,40), nous avtns ottenu uriiquement C,1 à O,? p.100 de 6-néthylgalactose 

avec l e  ga lac tose  ~t l a  r&?e proportion de 6-~i&thyl6-(zlactose e t  dc 2,6-diméthyl- 

galactose à p a r t i r  du lac tose ,  2181 le en effectuant  d ix  cycles success i f s  de 

néthylation à t e ~ p é r a t u r e  ordinaire ,  on ne pasvient pas ü néthyler  tot,zlerrient 

l e  galactose e t  l e  l ac tose .  En e f f e t ,  dans l e  cas du galactose, la  chronato- -- - 
graphie r é v è l ~  1 ' existence de galactose non yrLthylL, de 6-riêthylgalactose, 

de 2,6-diréthylgalactose e t  de 2,3,6-trin6thylgalactose dans l e s  proportions 

r e l a t i ves  : 200: IO:?  e t  1 . Dans l e  cas  du l ac tose ,  1 û  chro11atogmphie de 

l 'hydra lysa t  ilontre l a  présence de galactose,  de glucose, de 6-aéthylgalactose, 

de 6-iiéthylglucose , de 2,6-dir.léthylgalactose, de 2,3-di~éthylglucose e t  de 

2,3,6-trinéthylgalactose dans l e s  proportions r e l a t i ves  : 100:100:10:1:S:1 e t  1 .  

En conclusion, l e  procédé de HAWO2TH ne r t a l i s e  qu'une ciéthylation 

t r è s  p a r t i e l l e  des oses  e t  des  csides.  

2 - PROCEDE de KüHnT, B U R  e t  ChUiB (262) AL SüLFBm DE: PETIIYLE-SûUDE -- - - *---- - 
Le procxdé de EXrn, BUR e t  GAUIB au  su l f a t e  de céthyle-soude 

(vo i r  p. 42) ne -,<thyle pas tot j le i :~nt  l e  lac tose .  On carac te r i se ,  en e f f e t ,  

dans l e s  hydrolysats ,  des quar, ti'; 6s inportantes  de 2,3-dinéthylglucos e et, de 

2,3,4-trii6thylgalr?ctose. Ce procédé e s t  cependant excel lent  pour r é a l i s e r  

l a  néthylat ion p a r t i e l l e  d ' m  oside dont cn achhve l a  néthylat ion par  un 

procédé à 1' i o d ~ r e  de r:éthyle. 

3 - PROCEDE DE FURDIE ET! IRVIfiE (263) A L ' IODURE iiE FEQIYiE ----- - -- 
Le procédé de PURDIE e t  IRVIîiE appliqué au lac tose  nous a wndui t  

à 1' i den t i f i ca t ion ,  d m s  1 'hydrolysat , des coj:posés suivcmts : 6-méthylglucose, 

2,7-diaéthylglucose, 2,3, 4-triL:éthylcalactose , 2,3,6-trin~éthylgalactose , 
2,3,6-triaéthylglucose e t  2,3,4,6-tétrar16thylgaiactose dans l e s  propartions 

r e l a t i ves  : 1 :10:10:10:30:?0 . 



Le procédé o r ig ina l  de PURIIIE e t  tLRrTlfsE ne peme t  donc pas 

dl obtenir  une pem6thylation to ta le  

4 - PROCEDE XMTE i;b SULFiQiJ ET il LIIOLUFiE D3 l4ZTIYLE (PROCEDE PERSOKIBL) -- - ---- 
Trois "cycles de i i i thylat ions" du l ac tose  sont effectués dans l e s  

cmdi t ions  suivantes  : à 1 g de lactose en solutior_ d m s  l ' e a u ,  on a jou te  

24 rîl  de s u l f a t e  de ,:éthyle e t  de l a  soude 10 1 pour ~ i a i n t e n i r  constmrlent 

l e  pH à 10 . La r éac t ion  e s t  effectuée en 24 heures. Deux cycles  ident iques 

sont encore r é a l i s é s  avec, chacun, 48 n l  de s u l f a t e  de 11Cthyle - avec addi t ion 

continue de soude. L 'ex t ra i t  chlomforriique cte l a  solut ion e s t  sounis 2 deux 

T'cyclesN de ïiéthylation par  1 'iodure de néthyle à r e f lux  ( 2 f o i s  20 de 

l ac tose )  en présence dtoxyde d'argent (deux fo i s  12 g / g de lac tose)  . L1hydro- 

l y s a t  du conposé cont ien t  du 2,3-di,.6thylglucose, du 2,3,6-tri:16thylgalactose, 

du 2,3,6-trinéthylglucose e t  du 2,3,4,6-tiitra-16thylgalactose dans l e s  proportions 

10:10:40:40 . 
7.a a i t h y l a t i o n  e s t  donc inco iplète dans ces conditions,  -xis  deux 

"cycles" suppl6:entaires 2 l ' i odu re  de ~ 6 t h y l e  ccnduisent h une pernéthylation 

t o t a l e .  

5 - PROCEDE DL KüHi!T e t  TRISCEX:?? (264) A L IODUHE DE ï4TEYLE-BAIIY% - --- ------ 

fuous avons appliqué l e  procédé d~ KUHI) e t  TFZSCI3~2SVT.; ( vo i r  p.51) 

à l a  riéthylation du lac tose  e t  du d l i b i o s e .  La col-,position des hydrolysats 

des deux osides né thylés  e s t  l a  suivante  : 

LACTOSE rnL I B I  OSE -- 
3,4-di 16thylgalactose ( t r aces )  4-ri4thylgalactose 15 

2,3-dini thylgluc os e 15 2,3,+tr i i l~thylgd=ictose 6 

2,3,4-trix6thylgalactose 6 2,3, 6-triLiCthylga18ctose 6 

2,3,6-tri~~&thylgalactose 6 2,3 4- t r i~é thylg lucose  30 

2,3,6-trinéthylglucose 30 2,3,4? 6-tétrarnéthylgalactose 30 

2,3,4,6-tétraiéthylgdactose 3d 4 2,3,4,  6-t6traL~éthylglucose ( t r a c e s )  

Or? v o i t  que l a  iiéthylation e s t  i r icci~plète  e t  que, d 'au t re  p a r t ,  l a  

présence de t races  de té t rméthylg lucose  ( a l o r s  que l e  glucose é t a i t  to ta lenent  

absent du produit de départ)  e s t  en faveur d'une dégradation du rriélibiose par l a  

baryte.  Le pmcédQ, séduisant par s a  r ap id i t é ,  n 'en e s t  pas noins i n p a r f a i t ,  



6 - PROCEDE DE KUmT, BAER e t  GWJHE (265) A L l IODURE DE METHYLE , OXYDE D ' ARGEnT , 
DIMETHYLF0W"iIDE 

Le procédé de KüHE, BAER e t  GAUKE (p. 50) à l ' i o d u r e  d'argent en 

présence de dinéthylformanide peme t ,  au cont ra i re ,  une peméthyla t ion  des oses 

(galactose, glucose, iuannose, 1i-acétylglucosamine), des diholosides ( lac tose ,  

mélibiose, ~iannose) e t  merle des t r iho los ides  coiine l e  raff inose.  Nous voudrions 

cependant f a i r e  deux remarques à l a  s u i t e  de nos essa is  d 'appl ica t ion  de ce 

procédé. 

Nous avons, en prenier  l i e u ,  observS que 18s deux wcyclesu à l ' iodure  

de néthyle-oxyde d 'argent ,  en présence de diméthylfomamide, suivisde deux 

"cycles" à l ' iodure  de méthyle-oxyde d'argent à re f lux ,  dans l e s  proportions 

préconisées par l e s  auteurs  ( 8 ml d'iodure de cléthyle par  gr-e de diholoside) 

l a i s s a i e n t  p e r s i s t e r  des  t r aces  de dér ivés  par t ie l lement  méthylés, seulement 

repérables à. l a  l a?pe  de WOOD ap&s révé la t ion  p a r  l 'oxa la te  d 'an i l ine .  En 

augmentant la dose d ' iodure de aé thyle  de 50 p.100 (12 m l  / g de substance),  

on paryient à une pernéthylation t o t a l e  des diholosides.  Pour l e s  t r iho los ides  

il convient d'employer 18 riil d'iodure de néthyle par  gramne de substance, pour 

chaque l tcyclen à reflux. On obt ien t  a lo r s ,  avec une excel lente  reproduct ib i l i t é ,  

une peméthylat ion.  

Pour l e s  d é t a i l s  techniques, nous renvoyons à l a  page 51 . 

Notre deuxième renarque concerne l e  cas du mannose dont l e s  dérivés 

méthylés présentent des  propriétés  de  s o l u b i l i t é  pa r t i cu l i è r e s  (voir  p. 67 ). 
Ils gardent, en e f f e t ,  une s o l u b i l i t é  importante dans l ' e au ,  ce qui nécess i te  

l 

l a  suppression des lavages à l ' e au  pour ne pas perdre de substances : l e  problème 

s e  représentera  pour l e  cas  des glycoprotéides. 

X 
Le tableaufrésume de façon schématique l e s  r é s u l t a t s  que nous avons 

obtenus. Il appara î t  donc que l a  seu le  méthode qu i  peméthyle l e s  di- e t  tri- 

holosides e s t  ce l l e  de KUHN, BAER e t  GAUHE (266) à l ' iodure  de méthyle-olryde 

d argent-dir izéthylfomide avec l a  modif icat ion.  indiquée ci-dessus ( 1 2 m l  d 'iodure 





de néthyle  par g ra i r e  de diholoside pour l e s  deux dern iers  cycles à r e f lux  ; 

18 ri1 d' iodure de ?éthyle par  gra-me de t r iho los ide) .  TGos e s sa i s  font r e s s o r t i r ,  

en out re ,  l ' a c t i o n  t r è s  l e n t e  du su l f a t e  de i.l6thyle, qu i  ne per.let,en aucun cas ,  

d 'ob ten i r  d i r e c t e m n t  un produit  peméthylé.  La riéthode de W\i, B B R  e t  GAUHZ 

convient pa r f a i t emnt  à l a  pernéthylation de solécules  de poids noléculaire  

f a i b l e  e t  son m p l o i  e s t  in té ressant  par  s a  r ap id i t é  c t  par  l e  p e t i t  nombre de 

mar,ipulations qul elle n6cess i te .  Nous 1 'u t i l i snns  actuel lenent  sys téna t ique~en t 

pour 1 'étude des osides de f a i b l e  poids ~ io l écu la i r e  e t  pour la  prépari t ion 

d'oses pemdthylés.  

La rnékhode mixte au su l f a t e  de néthyle - iodure de aéthÿle  eonduit 

t au t e fo i s  à des osides peméthylés ziz is  à condition d ' e f f ec tue r  plusieurs  

"cyclestt  à l ' i odu re  de niéthyle. 



II - LA CJJESTIOII DE L'ALLOLACSOSE CU LAIT DE: FIQPIE 
---- - -- ---- ----- --- - 

A l a  s u i t e  de travaux en t repr i s  en t r e  l e s  années 1927 e t  1933 s u r  

l e s  glucides du l a i t  de Fmr.ie, M. POLOI OVSKI e t  A.LESP.I,GI'OL (*) avaient d é c r i t  

deux f r ac t ions  glucidiques d i f f é r en te s  du lactose.  L'une, peu scluble  dans l e  

méthanol e t  lévogyre, f u t  appelée par  l e s  auteurs : GY'lYOLkCTOSE . L'autre ,  t r è s  -- 
soluble  dans l e  méthanol e t  dextrogyre, f u t  no,m.ée : ALLOLACTOSE . Les auteurs  - 
émirent 1 'hypothèse que ce dern ier  sucre ttait un isonère P -1,6 du l ac tose ,  

à cause de l a  s i ~ ~ i l i t u d e  de ses  propriétés  avec c e l l e s  du p-galactosido-1 ,6- 

glucose dont HrJLFlbRICI-i e t  c o l l .  ( T Z )  venaient de r é a l i s e r  l a  smtkkse . 

L'application des &thodes i-iodernes de chro:mtographie su r  papier  

e t  s u r  colonne p e m i t ,  20 années plus t a r d ,  B KUHlY e t  co l l .  e t  à PfOTITR3UIL e t  c o l l .  

( v o i r  l a  revnue générale de I " I ~ T R E U T L ) ( ~ ~ ~ )  de d é m n t r e r  que l e  gynolactose é t a i t ,  - - 
en r é a l i t é ,  un nélange de 10 L 14 polyosides, const i tu6s de galactose, gluccse, 

nicose e t  1):-acétylgl~cosa~. i n e  . KUHii n i t  en évidence l e s  propriétés  physiologiques 

p a r t i c u l i è r e s  de ces corzposés dont cer ta ins  sont des fac teurs  de 2roissance 

spécif iques pour Lactobacillus b i f idus .  Ce b a c i l l e  e s t  présent dans l a  f l o r e  ----- 
i n t e s t i n a l e  du nouveau-né e t  penlet ,  en abaissant l e  pH de l ' i n t e s t i n  pa r  

déconposition du lac tose  en acide lac t ique ,  une défense e f f i cace  vis-&-vis Ce 

nombreux gemes pathogènes, ccrr:e l e s  bac i l l e s  typhiques, sensibles  aux pH 

acides.  KülD'J a é t a b l i  que tous  l e s  polyosides posséd,mt un r e s t e  de E-acétyl- 

glucosariine dans l e u r  r~o lécu ie  présentaient  une a c t i v i t é  E,bifAdgs- . EiORGAV (271)  

e t  WATKILS e t  NO3G!i[r (2.75) ont ,  en cutre ,  d61ontré que cer tz ins  polyosides du 

lait de  Ferme possédaient des propr ié tés  de fac teurs  de groupes sanguins LbWIS 

( ~ e ) .  Enfin,  PIONTREUIL e t  HOLLEI2.h (276) e t  MOKTmUIL e t  MULLdT (277) ont 

xontré  que l e s  polyosides cons t i tuant  l e  gynolactcse possédaient une composition 

ident ique à c e l l e  du groupe:.lent prosthétique de ce r t a in s  glycoprotéides du l a i t  

e t  un r e s t e  de lactose dans l e u r  :iolécult e t  q u ' i l s  é tx ien t  des produits du 

xétabol isne in te rnédia i re  de ces glycoproti-ides, dont l a  sgmthèse du groupeaent 

polyosidique s ' e f fec tue  par  des réact ions de t ransosylat ion s u r  l e  lactose.  

-,- - 
(*) - Voir l e s  revues géni ra les  de hOE~TI?XUIL (278) e t  de SEGARD (279) 



On v o i t  dmc que l a  connaissance pa r f a i t e  de l a  conposition e t  de 

l a  s t r u c t u r e  des polyosides du l a i t  de Ferane a conduit B l a  découverte de " s i t e s  

a c t i f s "  de :nolécules qui sont l e s  supports dl a c t i v i t é s  biologiques intéressantes .  

Cependant, s i  l ' app l i ca t ion  des néthodes uodemes a p e m i s  de trouver 

l a  so lu t ion  de l a  plupart  des problèfies posés par  l e  gynolactose de POLOIIOVSKI - 
e t  LESPAGI'iOL, n i  hTHK n i  r4017TRE:UIL n 'ont  r éus s i  à, i d e n t i f i e r  l '&?olactose dans 

l e  l a i t  de Fmne. 

Kous avons r ep r i s  l e s  recherches sur l ' a l l o l a c t o s e  en appliquant 

l e s  procédés nodemes d'analyse - en p a r t i c u l i e r  l e s  méthodes de chro~atographie 

e t  de r~icroperfiiéthylatior, - à l ' é t u d e  du l a i t  de Fenrne a t i e r  e t  des f rac t ions  

néthanoliques obtenues suivant l e  procédé de M. POLOIL'OVSKI e t  A. LESPAGXTOL. Les 

expériences suivantes  nous ont conduit à des r é s u l t a t s  néga t i f s  e t  il ne nous 

a pas é t é  possible  de ca rac t é r i s e r  l ' a l l o l a c t o s e .  

1 - Des chmi:atogrqhies s u r  papier  ont é t é  effectuées dam des systèmes- 

solvants  l e s  plus divers ,  en p a r t i c u l i e r  dans ceux qui séparent l e s  isomères 

osidiques 1,4 e t  1,6 : aucune tache correspondant à un diholoside au t re  que l e  

lac tose  n' a pu Vtre décelée. 

2 - L'analyse par  chronatographie sur pz-ier des f r a c t i o n s  glucidiques l e s  

plus solubles  dms l e  néthanol - en p a r t i c u l i e r  des f r ac t ions  qui possèdent l e s  

propr ié tés  physiques e t  chir~iques de l ' a l l o l a c t o s e  - révèle  toujours la  présence 

d'au moins t r o i s  cons t i tuants  : l e  lac tose  e t  deux t r iho los ides .  

3 - Le pouvoir ro t a to i r e  spécif ique de l a  f r ac t ion  dibolosidique du l a i t  de 

Femne e s t  exacterrent ce lu i  du lac tcse .  

4 - L'hydrolyse de l a  f r a c t i o n  d i h ~ l o s i d i q u e  du l a i t  de Feme peméthylée 

par l a  néthode de KUHN, B U R  e t  GAUHE (vo i r  p. 50 ), fou rn i t  du 2,7,4,C-tétra- 

néthylgalactose e t  du 2,3,6-triméthylglucose, 'i. 1' exclusion de tout  a u t r e  dérivé 

rnéthylé du galactose ou du glucose, aussi  bien par  chromatographie sur papier  que 

par ~hror~mtographie en phase gazeuse. 



L i  a l lo l ac tose  de POLOKOVSKI e t  USPAGNOL es t  donc, en r é a l i t é ,  un 

nélange de l ac tose  e t  d ' oligosides supérieurs e t  l e  3 -galactosido-1 ,6-glucose 

ne préexiste pas dans l e  l a i t  de Femme. 
\ 

Ces r é s u l t a t s  ont é t é  exposés dans un rnénoire (USPAQTOL, HONTREXJIL 

e t  SEGARD) (BO) e t  dans notre Diplôme d 'Etudes Supérieures (SEGARD) (281 ) . 

III - PEWIETHYLATIOTJ DES CEREBROSIDES DE FUT% 
-y--- --------------- 

DE MALADIE DE GkUCHF)R 
------...-A - -- ---- 

Les cérébrosides sont des glucosides e t  des galactosides des céranides 

qui sont elles-m&nes constituées de l i a s soc ia t ion ,  par  une l i a i son  auide, d'une 

molécule de sphingosine e t  d'une noléaule d i w  acide gras à longue chaîne 

carbonée corne l e s  acides lignocérique e t  cérébronique, en C 
24 

La formule 

d'un cérébroside à acide lignocérique s ' é c r i t  donc de l a  manière suivante : 

CH3 -  CH^), - CH = CH - CHOH - CH - CH2 - O <-, ose 

l 
YH 

Suivant l a  nature de l ' o se ,  on dist ingue l e s  gluco- e t  l e s  galacto- -- -- 
cérébrosides qui  son t  inégalement r épa r t i s  dans l e s  organismes animaux : l e  

t i s s u  nerveux ne renferme cpe des galactocérébrosides ; l a  r a t e  normale contient 

à l a  f o i s  des gluco- e t  des galactocérébrosides, avec, toutefo is ,  une prédominance 

de ces derniers.  Dans l e s  r a t e s  de maladie de GAUCHER, l e s  glucocérébroaides, - 
au contraire ,  pr6dominent e t  parfois m&e l e s  galactocérébrosides sont totalement 

absent S. 

C'est  en 1882 que GAUCHER déc r iv i t  l e s  lés ions  anatomo-pathologiques 

de l a  maladie qui  devait  po r t e r  son non e t  q u ' i l  considéra comme un épithélioma 1 
pr imi t i f  de l a  r a t e .  Près de  t r en te  ans après,  l ' é tude  biochimique amorcée par  



l e s  travaux dfEPSTEIE.l' e t  de LIEB devai t  permettre de pénétrer l e  mécanisme intkrie 

de c e t t e  ré t icu lopa th ie  accumulative. 

La splénoaégalie de GAUCHER s explique, en e f f e t ,  par  une accwnvlation 

de glucocLrébrosides (CLAY e t  co l l .  (282) ; HALLIDAY e t  c o l l ,  (283) ; HOUCKE e t  --- 
MOfJTRWIL (284) ; K U N K  e t  RENIVKANF (285) ; filOMTREUIL (286) ; DIOICTREUIL, BOULANGER 

e t  HOUCrCE ( 287) ; POLOP2OVSKI ( 288) ; WOOLF ( 289) , qui représentent , généralmerit 

10 p. 1 0 0  du poids sec de 1 'organe, t and i s  que dans l e s  r a t e s  normales, l a  pro- 

port ion de cérébmsides totaux - -  (@acte- e t  glucocérébrosides) n '  excède paii --- 
1 p. 100. L'accumulation des cérébrosides e s t  due à un trouble du métabolisme des 

glucocCrébrosides. Dans l a  r a t e  nomale ,  en e f f e t ,  l e s  galacto- e t  l e s  gluco- 
"-4 

cérébrosid es  coexistent  , mais l e s  prenie rs prédominent (galac tocérébrosides / 
- -- 

glucocérébrosides = 3) . Au contraire ,  l e s  glucoc6rébrosides staccumulent dans 
P - 
l a  r a t e  de GAUCWER, vraistimblablenent A cause de l ' i n h i b i t i o n  p a r t i e l l e  ou t o t a l e  

d 'une glucocéréFirosidase ou de 1 ' enzyme s p  Scifique de l a  réact ion de conversion 

révers ib le  du glucose en galactose. 

Nous avons tou te fo i s  recherché une éventuelle anomalie de s t ruc tu re  des 

glucocérébrosides de r a t e  de GAUCKER. En e f f e t ,  l 'absence de conversion de ces  

dern iers  en galactocérébrosides pouvait parfaitalnent s 'expl iquer  par  une modifi- 

cc t ion  des molécules de glucose (glucofurannose au  l i e u  de glycopyrannose ou 

b l o ~ ~ g e  de l a  fonc t ion  alcoolique du carbone 4 du glucose) qui a u r a i t  pu expli- 

quer l e  blooige d u  processus de 4-épimérisation (4-waldénisation) qui transforme 

réversiblenent l e  glucose en  g d a c t o s ~ .  

C'est pourquoi nous avons r é a l i s é  l a  peiméthylation des cérébrosides de 

r a t e  de maladie de GAUCHER e t  étudié l a  nature de l 'ose pernéthylé. 

Les cérébrosides ont été e x t r a i t s  suivant le pmcédé de D N K  e t  

REPXKfàPIP (2%) e t  de J. POLONOJTSKI (2C)1). L6 composé obtenu renfermait 10 p.100 

de glucose. Nous 1 ' avons soumis à l a  perméthylation suivant d ivers  procédés . 

?ENETHYLATIOld DES CEREBRCSDES 

1 - PROCEDE AU SULFATE: DE I\B'I'HYLF: 

Rn nous insp i ran t  du mode opératoire  d é c r i t  par  THANTNHAUSER e t  co l l .  

(ES),  nous avocs u t i l i s é  l e  mélange de chlorofome e t  de méthanol (10:100)  comme 

solvant. La néth,vlation a é t é  effectuée de l a  manière suivante . 



III. 

500 mg de cérébrosides sont dissous dans 100 m l  du mélange chloroforme/ 

méthanol (1 0: 100). 5 additions de 10 m l  de su l f a t e  de méthyle sont effectuées 

à 24 heures d ' i n t e rva l l e  e t  on ajoute de l a  soude 5 N à l ' a ide  d'un t i t r a t e u r  

automatique, sous agi ta t ion ,  de façon à maintenir l e  pH ent re  7 e t  10. On e x t r a i t  

au chloroforme e t  on lave à 1 'eau, puis on hydrolyse par 40 m l  d'acide chlorhy- 

drique 2 N à 100°C pendant 1 heure l e  résidu sec d'évaporation. On élimine l a  

couche d'acides gras e t  on passe l a  phase aqueuse s u r  une colonne de Duolite 

A-40 (forme fo rn ia t e ) .  Le résidu sec e s t  analysé par  chromatographie sur  papier. 

Les r é su l t a t s  sont l e s  suivants  : 

gluco se 1 O 0  

4,6-diméthylglucose 20 

2,6-diméthylglucose 1 O 

2,3,6-triméthylglucose 2 

En réa l i sant  un t o t a l  de 25 cycles,  on parvient à un méthylcérébroside 

qui donne du 2,3,4,6-tétraméthylglucose e t  des t r aces  de 2,3,6-triméthylglucose. 

A cause de l a  longueur du mode opératoire (25 à 30 jours),  nous avons 

appliqué l e  procédé de KUHN, BRER e t  GAUHE à l ' iodure de méthyle-diméthylformmide. 

2O - PHOCEDE A L ' IODURE DE METHYLE DE KüW, BAER e t  GAUHE (293) 

En appliquant rigoureusement l e  procédé opératoire d é c r i t  par KUHN, 

BAER e t  GAUEE (294) (voir  p.50) avec des additions, à chaque cycle, de 8 m l  d'iodure 

de méthyle pour 5 g de cérébmside, on obt ient ,  après hydrolyse, du 2,3,4,6- 

tétraméthylglucose e t  il ne subsiste  plus que des t races  de triméthylglucose 

décelables seulement en lumière de WOOD. 

CONCLUSIONS 

Nous pouvons t i r e r  de ce t t e  étude l e s  conclusions suivantes : 

1 - La méthode de KüHN, BAER e t  GfiUHE (295) à 1 >iodure de méthyle-diméthyl- 

f ormamide convient parfaitement pour r é a l i s e r  l a  peméthylation des cérébrosides . 



2 - Les r é s u l t a t s  que nous avons obtenus éliminent l 16ven tua l i t é  d'une modifi- 

cat ion s t ruc tu ra l e  au niveau de 1' ose l i é  à l a  sphingosine, dans l e  ca s  des  

cérébrosides de GAUCHER, c a r  l e s  cérébrosides de r a t e  nomale perméthylés donnent, 

a p d  s hydrolyse, du 2,3,4,6-tétranéthylgalac tos e e t  du 2,3,4,6-tétraméthylgluccse . 

L'accumulation des glucocérébrosides dans l e s  r a t e s  de maladie de 

GAUCHER e s t  donc bien provoquée par  une carence de  1 'organe en glucocér6brosidase 

ou en glucose-4épim4 >rase. 

IV - ETUDE SUR LA PERIVIETIMATION DES GLXCOPROTEIDES 
----------------- -- - 

Les travaux que nous a l lons  décrire  ne concernent qu'une étude c r i t i que  

des conditions de méthylation de l'ovomucoYde, q u i ,  sans apporter  de r é s u l t a t s  

p o s i t i f s ,  n ' en  demewe pas moins, à nos yeux, colme l e  prélude à une s é r i e  de 

recherches tendant à perméthyler l e s  mucopolyosides. 

La première t e n t a t i v e  de peméthylat ion d i r ec t e  d'un glyooprotéide 

remonte aux travaux de STAGEY e t  WOOLLEY ( 2 % ) ,  en 1942. Les auteurs u t i l i s a i e n t  

l e  s u l f a t e  de méthyle e t  l a  soude e t  nous avons d i c r i t  l eu r  node opératoire  à 

l a  page 43 ,  L ' in te rpré ta t ion  des r é s u l t a t s  ava i t  conduit l e s  auteurs à proposer 

un schéma de s t ruc ture  qui  f u t  infirmé par l e s  travaux de IqOKTREUIL, CIIOSSON e t  

SGHEPPLER (297) e t  de MODJTRSUIL, CHOSSON, SPIK, SEGARD e t  SCHEPPLER (298). 

Le procédé de STACEY e t  WOOLUY f u t  ultérieurement appliqué par  BRAGG 

e t  HOUGH (299' qui t en t è ren t  de pousser plus l o i n  l a  méthylation en associant  

l e s  procédés au su l f a t e  e t  à l ' iodure  de néthyle. Les auteurs  ont a i n s i  amélioré 

l a  méthylation de llovomucoïde sans tou tefo is  parvenir  à l a  cer t i tude  que c e t t e  

dernière  & t a i t  complète. 
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113. 

Plus réoeminent, JEANLOZ (300) a déc r i t  un procédé qui conduit à de 

meilleurs r é s u l t a t s  à propos de lforosomuco~deo Pour év i t e r  des dégradations au 

conrs de l a  réac t ion ,  l a  méthylation e s t  réa l i sée  à 0°C e t  l e s  extract ions en 

phase organique, causes de dénaturations supplémentaires de l a  copule protéique, 

sont remplacées par une dialyse éliminer l e  s u l f a t e  de sodium formé au cours 

de la réaction).  

L'auteur effectue cinq fo i s  deux cycles de méthylation pa r  l e  su l fa te  

de méthyle en présence de soude à 40 p. 100 (ajoutée en 8 heures e t  avec une 

agi ta t ion  u l t é r i eu re  p e a d ~ t  Y x t e  une nx i t )*  l q r 5 ~  ?eux cyzles, on a c i d t f i e  

par l l a c i d e  acétique e t  on dialyse à O°C.  Liadialysable e s t  lyophylisé e t  repr is  

2 f o i s  par l e  s u l f a t e  de méthyle. Après l e s  cinq s é r i e s  de 2 cycles, l e  pmduiJ~ 

devient soluble dans l e s  solvants organiques. On l e  t r a i t e  a lo r s  t r o i s  f o i s  par 

1 'iodure de méthyle à ref lux ,  en présence dfoxy6e d i  argent. 

Ce mode opératoire respecte, selon l ' au teu r ,  l 1 i n t é @ t é  s t ruc tura le  

de l a  molécule e t  r éa l i se  me Y -  --n&thylation qvF e s t  démontrée par l a  constance 

du taux des groupements "méthoxy'', 

Mettant à p r o f i t  ces dernières conclusions, nous avons ent repr is  de 

méthyler llovomucoïde p a r  un procédé identique. Les d i f férents  e s sa i s  que nous 

avons r éa l i sé s  sont l e s  suivants : 

1 O- 10 cycles de méthylation à O°C par l e  s u l f a t e  de méthyle. - 
1 gramme dlovomucolde e s t  dissous dans 40 m l  dieau. On additionne fie 

20 ml de su l fa te  de  méthyle e t  on ag i t e  à +40C, en ajoutant de l a  soude 10 1' de 

façon à maintenir constannent l e  pH ent re  7 e t  10. Quand ce de rn i e r  est- csns.tai~t,  

on prolonge encore l ' a g i t a t i o n  pendant 12 à 18 heures. Dix additions successives 

de su l f a t e  de méthyle sont r6al isées de c e t t e  manière. O n  dialyse ensui te  ped~an t  

4 jours oontre de l ' e au  courante à 0°C e t  encore pendant 2 jours ccntre de ! 'eau 

d i s t i l l é e .  Aprks a w 5 r  csz->r3l4 l absence d ' i c x  "s -~l fa5c"  dam I fzd!.alysablc, 

on l e  lyophil ise ,  

On effectue ensuite  une hydrolyse ciiloi.hydrique e t  l 'hydrolysat  e s t  

pu r i f i é  su r  des colonnes de Dowex-50 e t  de Du-olite A-40 ( fome fo rn ia t e ) .  L'élua-t 

contient l e s  dérivés du galactose e t  du maraose, Le passage d ime solu t ion  arrima- 

niacale (armnoniaque/eau) (5:95) sur  l a  colorne de Dowex-50 dgplace l e s  dérivés 

de l a  glucos amine. 



Par chromatographie s u r  papier des deux fract ions (neutre e t  basique) 

on identif ie ,dans l a  f rac t ion  neutre, du galactose, du mannose e t  du 2,& ou 

2, b-diméthylgalactose ( 1  00: 1 CO: 10) e t  dans l a  f r ac t ion  basique, de l a  glucosmine. 

Pcur 6liminer l e  su l fa te  de sod iw du milieu réactionnel,  nous 

avons tenté  d~ "dessaler" l e s  solutions par un  passage sur  des colonnes de 

Séphadex G-25 , Malheureusement l e s  ions "sulfate" acconpagnent l e  pic de 

llovomucoïde méthylé. Enfin, pour é v i t e r  l 'é tape assez longue de l a  dialyse, 

nous avons t en té  d ' ex t ra i r e  par l e  chl~roforme l e  résidu lyophylisé après l a  f i n  

de l a  réact ion de méthylation, nais un partage a l i e u  entre l a  phase aqueuse e t  

l a  phase organique e t  l e  rendement e s t  nauvais. La dialyse e s t  donc l a  seule 

méthode à appliquer pour éliminer l e  su l fa t e  de sodium du milizu réactionnel.  

En conclusion, dans l e  cas de ltovoniucoïde, 10 cycles de méthylation 

par l e  su l fa te  de méthyle à 0°C sont insuff i sants  pour r é a l i s e r  une néthylation 

assez poussée pour que puisse a t r e  appliqué l e  traitement f i n a l  à 1 'iodure de 

méthyle. 

2*- 10 cycl2s de méthylation par l e  su l fa t e  de méthyle à ODC su iv i s  de 50, 100, 

150 e t  300 cycles de néthylation par  l e  su l fa t e  de méthyle à l a  température ----- --- --.- - - 
ordinaire. 

Pour a q p e n t e r  l a  v i tesse  de l a  réact ion,  nous avons ent repr is ,  

après l e s  10 cycles de néthylation effectués à O u C ,  do l a i s s e r  renonter l a  te~~ip6- 

rature à +20°C e t  de continuer l e s  additions de su l fa te  de rnéthyle à ce t t e  

température. TJne étude cinétique poussée j ~ s q u ' ~ à  700 additions de su l fa te  de 

méthsle nous a coiiduit à des observations intéressantes.  

On constate, en effet ,  que dès l a  2Oèrne addition on parvient à une 

constance de r é s u l t a t s  qui sont l e s  suivants : 

galactose 1 GO 

mannose 1 GO 

2- ou 6-;;iéthylgalactose 10 

2,4- ou 4,S-dirn.2thylgalactose 1 O 

En tenant corilpte des r é s u l t a t s  fournis  par l 'hydrolyse p a r t i e l l e  

e t  1 'oxydation periodique de 1 ' ovornucoïde , nous pouvons conclure que l a  peméthy- 

l a t ion  de l a  rnolécule n ' e s t  pas réalisée.En e f f e t ,  plusieurs auteurs ont démontré 



que l e  galactose s e  t rouvai t ,  dans l~ovomucoïde, en pos i t ion  t e m i n a l e  non 

réductr ice e t  on d o i t  donc s ' a t t end re  à t rouver  dans l e s  hydrolysats dlovomu- 

coïde peméthylé du 2,3,4,6-tétr~éthylgalactose. 

3"- Méthylation par  l e  procédé mixte au s u l f a t e  a t  à l ' i o d u r e  de méthyle -- ---- - 
L'ovomucoïde néthylé  dans l e s  conditions exposées dans l e  paragra- 

phe précédent a é t é  souir,is à 1 O cycles de méthylation par  1 'iodure de riéthyle 

en présence d 'oxyde d 'argent e t  de diméthylfornamide. Seule apparaî t  une tache 

supplémentaire du 4-méthylmannose . 

CONCLUSIONS 
--- ----- 

L'étude que nous avons r éa l i s ée  f a i t  r e s s o r t i r  l e s  d i f f i c u l t é s  

que l ' o n  rencontre dans la, néthylat ion d i r e c t e  des glycoprotéides qui s tesquisse  

à peine, ,?$me après de nombreux cycles  de néthylat ion.  Ce r é s u l t a t  s ' explique 

à l a  f o i s  par  une "déviation" de nombreux radicaux "méthyle" par l e s  fonctions 

amines e t  amides - comme l e s  l i a i s o n s  peptidiques - présentes dans l e s  nolécules 

de protéines e t  par  dos enpêchenents s té r iques  dus à un e f f e t  p ro tec teur  de l a  

protéine vis-à-vis des groupei-en ts mucnpoly~sidiques . C ' e s t  pourquoi nous nous 

proposons à présent d 'appliquer l e s  procédés classiques de néthylat ion des 

polyosides à l a  " f rac t ion  glyco-minoacide" de l'ovonucoïde récmnent  obtenue 

par  hydrolyse pronasique par NORTREUIL, BISERTE e t  CHOSSOK (331 ). La pronase 

pernet,en e f f e t ,  de débarrasser  l e s  glycoprotéides de l a  f r ac t ion  protéique 

en ne l a i s s a n t  suhsis t e r  - l i é s  au groupement nucopolyosidique - que l e  ou l e s  

amino-acides at tachés à ce dernier .  Nous évi terons de c e t t e  m i è r e  l ' e f f e t  

p ro tec teur  de l a  p m t  éine vis-h-vis du mucopolyoside. 





Les recherches bibliographiques e t  l e s  études cr i t iques  systé- 

matiques que nous avons effectuées à propos des procédés de pernéthylation des 

gïucides nous permettent de t i r e r  l e s  conclusions suivantes : 

1 - Il n 'exis te  pas de procédé général de peméthylat ion des glucides e t  

il e s t  indispensable de rechercher la nei l leure  n6thode en se  fondant s u r  l e  

dosage des groupements "méthoxy". 

2 - Il e s t  ra re  que l a  peméthylation d 'un glucide puisse e t r e  r é a l i s é e  en 

une seule  opération.Çénéralement, il e s t  nécessaire d 'e f fec tuer  plusieurs  cycles 

de méthylstion. On u t i l i s e r a  d'abord l e  su l f a t e  de néthyle, agent de méthylation 

peu puissant mais non brutal .  On réa l i se ra  a i n s i  une méthylation suff i sante  du 

glucide pour permettre de le. so lub i l i se r  dans des solvarits organiques corne l a  

diméthylformamide e t  de l e  t r a i t e r  ensuite par l ' iodure  d e  méthyle, agent de 

méthylation ef f icace  riais ag ress i f ,  qui dégraderait  l e  glucide na t i f  m a i s  qui 

respecte s a  molécule dès que celle-ci e s t  "s tabi l i séeu  pa r  quelques groupements 

"méthoxy" . 
3 - Les mdthcdes d ' ident i f ica t ions  des oses néthylés e t  dea méthylosides 

méthylés r e s t en t  à mettre au point.  Certes,  de nombreux procédés chromatogra- 

phiques ont é té  d é c r i t s  mais i l s  ne sont applicables qu'à des cas s inples  comme, 

par  exemple, c e l u i  d 'un homopolyoside const i tué par l1 enchaînerient d 'un seul 

ose. La séparation chmnatographique des isomères méthylés d'un nêne ose e t  des 

dérivés néthylés homologues d 'oses d i  f f  érent s e s t  plus diff ici lement  réalisabLe. 

La méthode de choix sera  l a  chromatographie préparative en phase 

g a ~ e u s e .  Ce procédé permettra, non seulenent l ' i n t e r p r é t a t i o n  des diagramnes 

chronatographiques mais aussi  l T i s o l e n e n t  des dérivés riéthylés des oses en 

quanti tés  suf f i santes  pour appliquer l e s  procédés physiques d ' ident i f ica t ion  de 

ces composés, comme l a  déteminat ion de l e u r  point de fusion e t  de l e u r  pouvoir 

r o t a t o i r e  spécifique. 

4 - L'application de diverses méthodes de pernéthylati.cn des glucides l i b r e s  

ou combinés nous a pemis  

a - de démontrer que l l a l l o l a c t o s e  ne p réex i s t a i t  pas dans l e  l a i t  de 

Femme ; 



b - de prouver que, dans l e s  cérébmsides de r a t e  de naladie de 

GAUCHER, l e  glucose possédait une configuration noléculaire  n o m l e  e t  que c e t t e  

dyslipoïdoso é t a i t  bien une "maladie enzymatique" par carence en cérébrosidase 

ou en 4-gluco~épinérase ; 

c - de mettre en évidence l e s  d i f f i c u l t é s  que l ' o n  rencontre dans l a  

perméthylation des glycoprotéides n a t i f s  e t  de poser en hypothèse de t r a v a i l  

que l a  peméthylation des glyco-aminoacides obtenus par  hydrolyse pronasique 

des glycopmtéides représentera l e  procédé de choix dans l a  déteminat ion de 

l a  s t ruc ture  des 111ucop01yoside~ . 
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