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INTRODUCTION 

L'explorat ion de la  s t r u c t u r e  d'un os ide  e s t  nécessairement 

précédée par  l ' é t u d e  de s a  composition molaire en oses.  Cet te  de rn iè re  e s t  

r é a l i s é e  en deux étapes : 

1" - Détermination du pourcentage r e l a t i f  de chacun des groupes 

d'oses q u i  en t ren t  dans l a  c o n s t i t u t i o n  de l ' o s i d e  (oses "neutres", 

acides uroniqucs, osamines e t  ac ides  s i a l i q u e s )  e t  dont l e  dosage e s t  

généralement r é a l i s é  à l ' a i d e  de méthodes colorimétriqucs ( v o i r  B c e  s u j e t :  

SPIK (1)  ; MûNTREUIL e t  SPIK (2)  ; SPIK e t  MONTREUIL ( 3 ) .  

2' - Détermination des rapports  molaires des oses ef fec tuée  

grâce à l ' a p p l i c a t i o n  de l a  chromatographie e t  de l ' é lec t rophor&se 

q u a n t i t a t i v e s .  

Le présent  mémoire e s t  consacré à c e  second probleme e t  nous 

nous proposons de d é c r i r e  essentiel lement l e s  procgdés que nous u t i l i s o n s  

au l abora to i re  à l a  s u i t e  d'un choix q u i  repose s u r  des études c r i t i q u e s  

des d i f f é r e n t e s  méthodes d 'analyse,  - personnelles ou non -, que nous avons 

e f fec tuées  d'une maniere systématique. En cf £e t ,  l e s  recherches d 'ordre 

physico-chimique ou s t r u c t u r a l  e f fec tuées  su r  l e s  os ides  ne peuvent se con- 

t e n t e r  de r é s u l t a t s  approximatifs,  a u s s i  bien dans 1' i d e n t i f i c a t i o n  que dans 

le  dosage des glucides e t  e l l e s  exigent ,  des méthodes, une préc is ion  

absolue. 

Les procédés que nous décrivons e t  q u i  ont  f a i t  l ' o b j e t  d'une 

revue générale récente  (MONTREUIL, SPIK, DUMAISNIL et MDNSIGNY) (4) sont  

suscep t ib les  d 'appl ica t ions  générales e t  s ' é tendent ,  Zt l a  f o i s ,  au domaine 

des osides " l ibres"  e t  au domaine des osides "conjugués" à des prot ides  ou 

glycoprotides ; mais no t re  mémoire concernera essentiel lement c e t t e  

dernière  c l a s s e  de composés e t  nous consacrerons un c h a p i t r e  à l 'exposé 

de l eu r s  p r inc ipa les  propr ié tés  et  aux probl&mes p a r t i c u l i e r s  que pose 

l a  d u a l i t é  de l eu r  s t r u c t u r e .  



Bien que les proc8dés d'analyse des sucres que nous 

dicrirons soient parfaitement applicables à l'étude de la 

composition des polyosides, nous limiterons ce chapitre à la seule 

étude des glycoprotéines. 

GENERALITES 



/ LES GLYCOPMTEINBS l 
1 - D E F I N I T I O N  

Les glycoprot6ines sont  des hétéroprotéides cons t i tués  par  

l ' a s s o c i a t i o n  d'une proté ine  avec un groupement prosthét ique,  d e  na tu re  

osidique.  

L'6tude des glycoprotéines a comencé vers  l a  f i n  du s i e c l e  

de rn ie r  et ,  malgré les d i f f i c u l t é s  de préparat ion,  de nombreux composds 

ont  é t &  i s o l é s  pour lesquels  p lus ieurs  c l a s s i f i c a t i o n s  et les terminologies 

les plus d i spa ra tes  ont  é t b  proposées. Actuellement, on donne l e  nom de 

glycanne ou de mucopolyoside à l a  f r a c t i o n  glucidique l i e e  a des  prot ides .  

On groupe sous l e  nom de glycoprotides l e s  produits  d 'associa t ion  de 

glucides avec une proté ine  (glycoprotéine) , un peptide (glycopept ide)  ou 

un ac ide  aminé (glyco-amino-acide) . 

II - IMPORTANCE BIOLOGIQUE DES GLYCOPBOTEINES 

L ' i n t é r ê t  que por tent  aux glycoprotéines l e s  biochimistes, 

les b io log i s t e s  et les médecins ne cesse  de s t a c c r o P t r e  au f u r  e t  a mesure 

que s e  p réc i sen t  le  r a l e  biologique e t  l e  comportement pathologique de 

ces  substances. 

La r é p a r t i t i o n  des glycoprotéines est très la rge  p u i s q u ' i l s  

sont  présents  dans les t i s s u s  animaux e t  v6gétaux e t  chez l e s  microorganis- 

m e s  où i ls jouent l e s  r a l e s  l e s  plus d ive r s .  

La substance fondamentale q u i  empli t ,  dans l e  t i s s u  conjonct i f ,  

l e s  mai l les  du rdseau de f i b r e s  glycoprotéidiques d ' é l a s t ine ,  de r é t i c u l i n e  

et de collagene, renferme une proport ion importante de mucopolyoeides 

ac ides  associés  à des proté ines .  



De nombreuses hormones sont  de na tu re  glycoprotéidique : 

gonadotrophines hypophysaires (hormone l u t é i n i s a n t e  LU, hormone de stim- 

lat ion du f o l 1  i c u l e  FSH, hormone chorionique, hormone de l a  ges ta t ion)  ; 

hormone thyréotrope hypophysaire TSH. La thyroglobuline, pr6curseur de  

l'hormone thyroïdienne, e s t  e l l e -auss i  un glycoprotéide.  

Des enzymes, comme l a  choline-estérase,  l a  l ac tase ,  l t e n t 4 r o -  

kinase,  l toxytocinase ,  l ' a t ropine-es térase ,  l a  galactose-oxydase, l a  

r ibonuclease B, l a  thrombine sont  des glycoprotéides.  

De nombreux glycoprotéides en t ren t  dans l a  c o n s t i t u t i o n  des 

membranes c e l l u l a i r e s  e t  jouent un r a l e  important dans l a  cohésion t i s s u -  

l a i r e  e t  dans des ph6nomènes immunitaires : l e s  ant igenes speci f iques  des 

groupes sanguins A, B et 0, présents  dans l a  pa ro i  des hématies humaines, 

sont  des glycoprotéides.  Des glycoprotides sont  presents  dans les membranes, 

les parois  e t  l e s  capsules bactériennes (acides teichoYques ; "mur4inet') . 
Les l iqu ides  biologiques sont  gengralement tres r i ches  en gly- 

coprotéides : s a l i v e ,  u r ine ,  b i l e ,  l a i t ,  larmes, sang. Tous l e s  prote ides  

d e  c e  de rn ie r  - mise à p a r t  la sérumalbumine - sont  des mucoTdes. Parmi 

ceux-ci, nous c i t e r o n s ,  par  exemple, les ant icorps  , ltorosomco'itde , l a  

s ide roph i l ine  e t  l a  céruléoplasmine, formes de t r a n s p o r t ,  respectivement, 

du f e r  et du cu iv re  ; les haptoglobines ; l a  cytochromophiline ; l a  pro- 

thrombine e t  l e  fibrinogène, ces deux de rn ie r s  jouant un r ô l e  fondamental 

dans l a  coagulat ion sanguine. 

A l ' importance biologique des glycoprotéines,  s ' a j o u t e  l ' i n -  

térêt c l in ique .  En e f f e t ,  l e  taux de c e r t a i n s  séromucoïdes v a r i e  dans de 

l a rges  proportions dans des cas  pathologiques comme le cancer, l a  tubercu- 

lose ,  l e  rhumatisme a r t i c u l a i r e  aigu e t  l ' é t u d e  des mucoïdes plasmatiques 

peut  apporter  des renseignements précieux concernant l e  d iagnost ic  ou 

l t 8 v o l u t i o n  thérapeutique de ce r t a ines  a f fec t iona .  



III - LES OSES CONSTITUANT LES GLYCOPROTEIDES 

11 n ' e n t r e  pas dans n o t r e  in ten t ion  de t r a i t e r  en d é t a i l  de 

l a  chimie des glycoprotéines, de l a  chimie de l a  protéine,  en p a r t i c u l i e r ,  

et nous nous bornerons B rappeler  que c e t t e  dernière  r é s u l t e  de  ltencha'lne- 

ment d 'acides aminés un i s  l e s  uns aux au t res  par  des l i a i s o n s  peptidiques.  

Nous nous étendrons, au c o n t r a i r e ,  plus longuement s u r  l a  

chimie des cons t i tuan t s  du groupement osidique e t  s u r  l a  na tu re  du point  

d ' a t t ache  glycanne-protide. 

Les oses q u i  en t ren t  dans l a  composition des glycannes appar- 

t iennent  a q u a t r e  groupes bien d i s t i n c t s  : 

1 - Les oses "neutres", q u i  ne  possèdent pas de groupements po la i re s  ; 

2 - Les ac ides  uroniques por teurs  d'une fonction ac ide  ; 

3 - Les osamines q u i  possedent une fonction amine, généralement 
acylée  ; 

4 - Les ac ides  osamine-carboxyliques ou ac ides  osamine-uroniques 
q u i  renferment, il l a  f o i s ,  une fonction amine e t  une fonction 
acide.  

1 - LES OSES "NEUTRES" ( ~ i ~ u r e  1 ; p. 6 ) 

Les oses "neutres" les plus  répandus dans les molécules de 

glycoprotéines sont  des aldohexoses : D-galactose, D-mannose e t  D-glucose; 

des aldopentoses : D-xylose, L-arabinose (+) ; des 6-désoxy-hexoses : 

L-fucose, L-rhamnose (*) . 
2 - LES ACIDES URONIQUES (Figure 2 ; p. 7 1 

L' oc ide D-glycuronique e t  1 ' acide L-iduronique sont  des cons- 

t i t u a n t s  des glycoprotéines animaux. Les ac ides  D-galacturonique e t  

(+) - Le D-arabinose e s t  plus r a r e .  On l e  trouve par exemple, dans 
c e r t a i n s  polyosides du b a c i l l e  de KOCH. 

(*) - Des 3,6-bis-d6soxy-hexoses conune l labéquose,  l e  tyvélose e t  l e  
pararose ont  é t 6  c a r a c t é r i s é s  dans des polyosides bactér iens .  
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Formules linéaires des principaux oses "neutres" prdsents dans les 

osides libres et conjugués. 
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Formules l inéaires des acides uroniques prdsents  da^^ Les osides libres 

et conjugu6s. 



D-mennuronique n 'ont  é t é  carac tér is t l s ,  j u squ là  présent ,  que dans des polyo- 

s ides  d 'or ig ine  vég6tale et dans des polyosides bactér iens .  

3 - LES OSAMINES (Figure 3 ; p.  9 ) 

Les osamines cons t i tuan t  les glycoprotéines sont  e s s e n t i e l l e -  

ment l a  D-glucosamine (2-amino-2-désoxy-glucose) e t  l a  0-galactosamine 

(2-amino-2-désoxy-galactose) . La D-mannosamine (2-amino-2-désoxy-mannose) 

n 'a  pas encore é t é  c a r a c t é r i s é e  dans les molécules glycoprot6idiques, mais 

elle e n t r e  dans l a  cons t i tu t ion  des ac ides  s i a l i q u e s  . La D-talosamine 

f e r a i t  p a r t i e  de l a  molécule d'un ac ide  chondroxtine-sulfurique. La 

D- e t  l a  L-fucosamine, l a  D-gulosamine, l a  D-fructosamine et l a  I)-quinovo- 

samine on t  6 t é  i so lées  récenanent de d ive r s  glycoprotides.  - 
Dans les os ides  l i b r e s  et  conjugu6s, les osamines e x i s t e n t  

sous l a  forme "neutral isée" de d6rivés N-acylBs, généralement N-acétylés 

(+ )a  

4 - LES CARBOXY-OSAMINES (Figure 4 ; p. 10 ) 

Les carboxy-osamines sont  des oses dans les molécules 

desquels coex i s t en t  des fonctions amines et carboxyliques. On e n  d i s t ingue  

actuellement 3 c l a s s e s  : 

a - Les d6rivés de s u b s t i t u t i o n  de l ' a c i d e  neuraminique ou 

ac ides s i a l  iqucs , 
b - Les dériv4s de s u b s t i t u t i o n  de l ' a c i d e  nairamique, 

c - Les amino-acides uroniques. 

a - Les acides s i a l i q u e s .  

Les acides s i a l i q u e s  ou neuraminiques sont  des nonoses (oses 

9 atomes de carbone). Selon l a  nomenclature de BLIX, GOTTSCHALK et 

KLENK (S ) ,  c e  son t  des dér ives  de s u b s t i t u t i o n  de l ' a c i d e  neuraminique 

(+) Des dériv6s N-formylés ont  a u s s i  &té  s igna lés .  
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Formules 1 ineaires des principales osamines (2-désoxy-2-araino-oses) 

présentes dans l e s  os'ides libres et combin4s. 
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Formules de divers acides osamine-carboxyliques. 



(Fig. 4a ; p. 10 ) que l ' o n  peut cons iderer ,  lui-même, comme l e  r é s u l t a t  

de l a  condensation par  a l d o l i s a t i o n  d'une molécule d 'ac ide  pyruvique 

avec une moiécule de D-mannosamine (KUHN et BROSSMER) ( 6 ) .  La coexistence, 

dans l eu r s  molécules, d'une fonction amine et  d'une fonction ac ide  en 

f a i t  des ac ides  nonulosaminiques . 
Jusqu'à présent ,  les ac ides  s i a l i q u e s  su ivants  ont  6 t é  

i s o l é s  : 

1" - 1 'ac ide  N-acétylneuraminique, c a r a c t é r i s é  pour l a  premiére f o i s  dans 

l a  mucine sous-maxil laire  du Mouton e t  appelé, pour c e t t e  raison,  ac ide  

s i a l i q u e  de type ovin (ac ide  s i a l i q u e  O ) .  C 'est l e  s e u l  a c i d e  sialique 

dont l 'organisme humain s o i t  capable de r é a l i s e r  l a  biosynthese ; 

2" - l ' a c i d e  N-glycolylneuraminique ou ac ide  s i a l i q u e  de type  porcin 

(ac ide  s i a l i q u e  P) e t  1 'acide N-acétylneuraminique coexis tent  dans les 

glycoprotéines du Porc ; 

3' - l ' a c i d e  N-acétyl-4-O-acéty1neuraminique ou ac ide  s i a l i q u e  de type  

équin (ac ide  s i a l i q u e  E) ; 

4' - 1 'acide N-acétyl-7-0-acétylneuraminique ou ac ide  s i a l i q u e  de type  

bovin (acide s i a l i q u e  B) ; 

5' - l ' a c i d e  N-acétyl-7,8 (ou 9) -di-O-acéty~neuraminique(28 type bovin) 

6" - l ' a c i d e  P3-glycolyl-8-O-methylneuraminique i d e n t i f i é  par  WARREN 

(7) chez As te r i a  fo rbes i  ( E c h i n d e r m e ) .  

La p lupar t  des glycoprotéines d 'o r ig ine  animale renferment 

un ou p lus ieu r s  ac ides  s i a l i q u e s  e t  l a  présence de ce ( s )  composé(s) en 
I I  

- -.. 
quan t i t é  importante - comme c ' e s t  l e  cas  dans les sialomuco3des ( l 'oroso- - 

mucoïde, par  exemple) - , confère à ces  composés des p ropr ié t é s  pa r t i cu -  

l i e r e s  : l a  s o l u b i l i t e  e s t  augmentée ; l e  point  i soé lec t r ique  e s t  abaisse ; 

l e  comportement électrophorBtique e s t  modifig ; l a  réac t ion  à l ' a c i d e  

periodique-fuchsine de SCHIFF e s t  tri?$ intense (MûNTREUIL et  BISERTE (8) ; 

PAQUIN et  PERCHERON (9)). La c a r a c t é r i s a t i o n  et  l ' isolement des sialomu- 

coPdes en sont  f a c i l i t é s .  



b - Les ac ides  muramiques. 

L'acide muramique (Fig.  4 b ;  p.10 ) e s t  un cons t i tuan t  de cer -  

t a i n s  glycannes bactér iens .  Il peut Gtre c l a s s é  parmi l e s  osamines dont 

il possede l e s  propr ié tés  e s s e n t i e l l e s ,  bien que son métabolisme semble 

l e  r a t t acher  aux acides s i a l iques .  11 s ' a g i t ,  en e f f e t ,  de l a  3-O-a-carbo- 

xy-éthyl-D-glucosamine. L'acide muramique e s t  N-acétylé dans les glycannes 

de l a  "muréine" . 
c - Les ac ides  osamine-carboxyl iques ou ac ides  amino-uroniques . 

D e s  ac ides  hexosamine-uroniques ont é t é  ca rac té r i sba  chez des 

Virus : 1 ' acide galactosamine-uronique dans 1 'ant igène V i  (HEYNS, KIESS- 

LING, LINDENBERG, PAULSEN e t  WEBSTER) ( 10) 1 ' acide glucosamine-uronique 
(WILLIAMSON e t  ZAMENHOF) ( ï i )  

chez Hemophilus e t  chez Staphylococcus adreus (HASKELL et:lIBü3SSHA;EI) 

( 12) ; 1 ' acide  mannosamine-uronique chez Micrococcus lysodeikt  icus  

(PERKINS) (13). 

I V  - STRUCTURE DES GLYCOPROTIDES 

Nos connaissances concernant l a  s t r u c t u r e  des glycoprotides 

sont  encore tres fragmentaires et l e s  r é s u l t a t s  l e s  plus importants n'ont 

été acquis que dans l e s  t r o i s  dernieres  années. Deux ra isons  peuvent ê t r e  

invoquées pour expliquer c e t t e  l e n t e  évolut ion.  En premier l i e u ,  peu de 

glycoprotéides ont é t é  i s o l é s  à l ' é t a t  pur e t  en quan t i t é s  s u f f i s a n t e s  

pour permettre une explorat ion poussée de l eu r  cons t i tu t ion .  En second 

l i e u ,  l a  d u a l i t é  de composition des glycoprotides complique singulièrement 

l a  question c a r  e l l e  pose t r o i s  problèmes de s t r u c t u r e  : l e  premier concerne 

le  groupement glycamique, l e  second l a  f r a c t i o n  polypeptidique e t  l e  

t roisième l e s  modalités de l ' a t t a c h e  du glycame su r  l a  chatne prot id ique .  

Sans déc r i r e  l a  t o t a l i t é  des r é s u l t a t s  qu i  ont é t é  acquis jusqu'à présent ,  

nous ferons rapidement l e  point  de c e t t e  quest ion en nous l imi tan t  à 



quelques exemples préc  is chois  is parmi ceux q u i  se ron t  indispensables 

dans l a  s u i t e  de n o t r e  exposé pour expliquer l e  mécanisme de c e r t a i n e s  

réac t ions. 

Nous nous at tacherons successivement à l a  s t r u c t u r e  du 

glycanne, du p ro t ide  e t  du point  d ' a t t ache  de ces deux f rac t ions .  

A - STRUCTURE DnL LA FRACTION GLYCANTII<2E 

Il est  f o r t  probable que l a  s t r u c t u r e  de l a  f r a c t i o n  glycanni- 

que est spéci f ique  de chaque glycoprotide. Toutefois ,  bien que nos connais- 

sances so ien t  encore très l imi tées  sur  c e  s u j e t ,  nous pouvons f a i r e  deux 

observations q u i  sont  suscept ib les  de s i m p l i f i e r  l e  pr oblème. 

Nous pouvons, en premier l i e u ,  d i s t inguer  deux groupes fonda- 

mentaux de glycannes. Les uns sont  de composition simple e t  sont  cons t i tués  

d'un (acides teicho'iques, par  exemple) ou de  deux oses  seulement. Dans c e  

dernier  cas ,  l e s  oses  peuvent ê t r e  associés  en u n i t é s  diholosidiques 

l i é e s  directement à l a  chafne polypeptidique (mucines sous-maxil laires ,  

par  exemple) ou unies  l e s  unes aux au t res  en longues chafnes polyosidiques 

non ramifiées (mucopolyosides acides,  par  exemple). Nous proposons de l e s  

appeler n-glycannes, Les a u t r e s  sont de composition complexe et renferment 

de nombreux types d 'oses  associés  en molécules ramifiées.  Nous proposons 

de l e s  appeler  iso-glycannes. En second l i e u ,  on observe q u ' i l  e x i s t e  un 

nombre l i m i t é  de mot i f s  moléculaires dans chacune des "familles" de glyco- 

prote ides .  On met, en e f f e t ,  en évidence des analogies de c o n s t i t u t i o n  des 

glycannes e t  il e s t  poss ib le  de ramener ceux-ci à quelques schémas fonda- 

mentaux ( v o i r  à c e  s u j e t ,  FDNTREUIL, SPIK e t  CHOSSON (14) e t  MONTREUIL, AD& 

CHOSSON e t  SPIK (1511, l e s  uns comportent, en e f f e t ,  un residu d 'ose  

seulement, connue dans c e r t a i n s  acides teichos:ques une cour te  chaîne 

osidique (nnicines sous-maxil laires ,  par exemple) ; d 'au t res ,  comme ceux de 

nombreux glycoprot4ides animaux, possèdent un poids moléculaire moyen de 

l ' o r d r e  de 3000 ; c e r t a i n s ,  enf in ,  a t t e ignen t  des poids moldculaires triss 

élevés (mucopolyosides de l e  substance fondamentale, par  exemple). 

D'autre p a r t ,  dacs chacun de ces  groupes, ex i s t en t  des analo- 

g ies  de s t r u c t u r e  des glycannes et il e s t  poss ib le  de ramener c e l l e - c i  a 
* +., . 

. ;, 'a 



quelques sch6mas fondamentaux. 

a - Muc ines sous-maxillaires . 
La structure des mucines sous-maxillaires est en grande partie 

élucidée grâce aux travaux de GOTTSCHALK et de PIGMAN. 11 s'agit de macro- 

molécules d'un poids moléculaire élevé, variant entre 1 (mucine sous- 
6 maxillaire du Boeuf) et 2 (mucine sous-maxillaire du Mouton) x 10 . La 

mucine sous-maxillaire du Mouton comporte 800 unités diholosidiques (a-N- 

acétyl-neuraminyl-2,6-N-acétylgalactosamine ) dont la majeure partie sont 

unies par la fonction réductrice de l'osamine avec les fonctions hydroxylées 

de la sérine et de la thréonine. 

La mucine sous-maxillaire du Boeuf possede une structure très 

voisine qui est illustrée par la figure 5 (PIGMAN) (16) 

b - Glycoprot ides bactériens. 
Les glycoprot ides des parois bactériennes ont fait I 'objet 

de nombreux travaux qui ont permis d'élucider la structure de certains 

d'entre eux, comme le mycoside C de Mycobacterium avium, les acides 2 - 
teicho'iques et les "muropeptides". 

Le mycoside C2 extrait de Mycobacterium avium est constitue 

de deux pept ido-glycolipides qui possèdent en commun la structure suivante : 

H2N - Phe - al10 Thr - Ala - al10 Thc - Ala - CO <-.OSE 

T 
3,4-di - O - méthyl - L - rhamnose 

Le carboxyle terminal de l'alanine est estérifié par l'hydroxyle semi-aldé- 

hydique du 6-déoxy-L-talose, dans l'un, et par du 3-0-méthyl-6-desoxy-L- 

talose, dans l'autre (CHC?JT, MICHEL et LEDERER) (17). 



Figure 5 

Liaison g l  ycanne-prot ide dans l e s  muc ines sous-maxillaires 

(dlaprEs GOTTSCHALK - e t  al. et PI- et a l . ) .  - 



Les ac ides  teichoYques (vo i r  l a  revue générale de BADDUEY) 

(18) dont l a  s t r u c t u r e  a é t é  élucidée par  l e s  travaux de l ' é c o l e  de 

BADDILEY, sont  des cons t i tuan t s  de l a  p a r o i  des Bactbries.  Ils sont  cons- 

t i t u é s  par  des enchaînements l inBaires  de molécules de phospho-ribitol,  

(acides r ib i to l - t e i cho ïques )  ou de phospho-glycérol (acides glycérol-  

teichoïques)  unies les unes au aut res ,  respectivement, par  des l i a i s o n s  

1,s e t  1,2phosphodiescer  , s u r  lesquels  s e  g re f fen t  des acides amines 

et des oses ou des o l igos ides  : l e s  acides aminés s e  g re f fen t  par l e u r  

fonction carboxylique, e t  l e s  glucides par  l e u r  groupement réducteur,  s u r  

l 'une  des fonctions a lcool iques  du g lycérol  ou du r i b i t o l .  

Nous avons p réc i sé  dans l a  f i g u r e  7 (p. 17) l e s  schémas 

gdnéraux de s t r u c t u r e  de quelques acides r i b i t o l -  e t  glycérol- teichoïques.  

Les "muropeptides" (voi r  l a  revue générale de WEIDEL e t  

PELZER) (19) cons t i tuen t  l a  "muréine" des pa ro i s  de nombreuses Bacter ies .  

Leur s t r u c t u r e  a  été p réc i sée  par les remarquables travaux de GHUYSEN e t  

de STROMINGER (20) q u i  ont  démontré que, en général ,  l a  f r ac t ion  polyosidi-  

que é t a i t  cons t i tuée  par  de longs enchainements 8-1,4 d 'uni tés  d iholos id i -  .. 
ques : l e  @-N-acétyl-glucosaminido-1 , 6-acide muramique, un i s  à de cour tes  

chaînes peptidiques par  une l i a i s o n  amide e n t r e  l e  carboxyle de l ' a c i d e  

muramique e t  l a  fonction amine de l ' a l a n i n e  (Fig.  8 ; p. 18). 

c  - Mucopolyosides acides de l a  substance fondamentale. 

On s a i t  que l e  t i s s u  conjonctif  e s t  essentiel lement c o n s t i t u é  

par  un réseau de f i b r e s  protéidiques,  comme l ' é l a s t i n e  et l a  r b t i c u l i n e ,  

noyées dans une substance amorphe, t r è s  r i c h e  en glucides,  appelCe substan- 

ce fondamentale. Les cons t i tuan t s  glucidiques de c e l l e - c i  ont  é t é  i s o l é s  

e t ,  grâce aux travaux de JEANLûZaCe MEYER l eu r  s t r u c t u r e  a  é t é  déterminée. 

Tous possèdent, en commun, l a  p a r t i c u l a r i t é  d ' ê t r e  cons t i tués  par  de  longs 

enchaznements r é g u l i e r s ,  non ramifiés,  d 'un i tds  diholosidiques N-acyl- 

osaminyl- 1,4 - acide uronique unies l e s  unes aux au t res  par  une l i a i s o n  

uronos idy l  - l,3 - N-acyl-osamine. L 'acide uronique confhre à ces macromolé- 

cu les  des carac t&res  ac ides  que renforce, en général ,  l a  présence d e  r e s t e s  

"sulfuryl".  Nous avons rassemblé dans l a  f i g u r e  9 (p. 19) l e s  schémas 
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Figure 8 

Structure d'un muropeptide isolé de la paroi dVEscherichia 

coli (d'aprhs WEIDEL et PELZER) (20 bis). - 
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w o n  ique Ac ide kératosul fur iaug 

Ac ide chondro'it ine - sulfurique A Ac ide chondro'ltine-sulfurique C Acide chondroït ine-su1 furique B 

Figure 9 

Formules des principaux mucopolyosides de l a  substance fondamentale e t  du t issu conjonctif 

ÛlcNAc = N-acgtyl-D-glucosamine ; GalNAc = N-acBt yl-D-galac tosamine ; GlcAU a ac ide-pglucuronique 
IduAU = acide L-iduronfque ; Sa1 = D-galactose. 



géneraux de s t r u c t u r e  des principaux mucopo lyos ides  ac ides de l a  substance 

fondamentale . 
2' - ISO-GLYCANNES 

D e  nombreux glycoprotéides i s o l é s  des mil ieux biologiques les 

plus d ive r s ,  comme les t i s s u s ,  l e  sang, le  l a i t ,  l e s  ur ines  sont  cons t i tu -  

é s  par  1 'associa t ion ,  avec l a  f r a c t i o n  prot id ique  de p lus ieurs  u n i t é s  

polyos idiques dont l e  poids molécu l a i r e  e s t  relativement f a i b l e  (environ 

3 000) e t  dont l a  composition e t  l a  s t r u c t u r e  sont  complexes. Ils son t ,  

en e f f e t ,  cons t i tues  par  l a  conjugaison de p lus ieu r s  oses d i f f e r e n t s .  Par 

exemple, c e r t a i n s  glycoprotéides d 'o r ig ine  animale renferment, dans des 

proportions va r i ab les ,  du galactose,  du glucose, du mannose, du fucose, 

l e s  N-acétylglucosamine e t  galactosamine, de 1 ' acide  N-ac6tylneuramïnique 

associé  p a r f o i s  à un ou deux au t res  ac ides  s i a l i q u e s ,  de l ' a c i d e  glycuro- 

nique. En out re ,  ces oses s e  conjuguent sous l a  forme de chaPnes t r è s  

ramifiées e t  l ' o n  conçoit  aisément que l a  s t r u c t u r e  compliquée de  c e s  

"isog1ucanuee"ne s o i t  pas encore connue. 

Cependant, c e t t e  complexité n ' e s t  qu'apparente, c a r  de 

nombreux glycanes possèdent des schémas de s t r u c t u r e  t r è s  vo i s ins  et les 

r é s u l t a t s  acquis à propos des uns pourront ê t r e  m i s  à p r o f i t  pour explorer  

l a  s t r u c t u r e  des a u t r e s .  Par exemple, dans le cas de p lus ieurs  glyco- 

proteides d 'o r ig ine  animale, l e s  études c iné t iques  des hydrolyses ac ides  

de l a  f r a c t i o n  glucidique donnent toujours les mêmes r é s u l t a t s  : les 

acides s i a l i q u e s  e t  l e  fucose apparaissent  dès l e  début de l 'hydrolyse  e t  

s e  trouvent donc en pos i t ion  "externe" par  rapport  au r e s t e  de l a  molécule; 

i l s  sont  s u i v i s  par  l e  ga lac tose  e t  par  une proport ion importante des 

osamines ; le mannose e t  le r e s t e  des osamines font  p a r t i e  de l a  f r a c t i o n  

r é s i s t a n t e  de l a  molécule os id ique  e t  s e  t rouvent  donc en pos i t ion  p lus  

"interne". En ou t re ,  on c a r a c t é r i s e  dans tous l e s  hydrolysats des chaînons 

osidiques communs : l a  N-acétyllactosamine, deux mannobioses isomères, 

un mannotriose e t  quelques os ides  supér ieurs .  

Nous donnons, dans l a  f igure  10 (p.  21) deux schémas encore 

hypothétiques d'iso-glycannes. Ils concernent, l 'un ,  l'orosomucoïde 
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Figure 10 

Schémas de structure hypothdtiques de l'iso-glycanne de l'orosoimico'ide 

(EYLAR e t  JEANLOZ) (21) et de 1'ovomucoYde (ADAM-CH)SSON et  NONTREUIL) 

(22). 



(EYLAR e t  JEANLOZ) (23) et 1 ' au t re ,  1 ' ovomucoïde (ADAM-CHOSSON e t  MDNTREUIL) 

(24) . 

B - STRUCTURE DE LA FRACTION PROTIDIQUE 

Jusqu'a  présent ,  l e s  chercheurs s e  sont  su r tou t  a t t achés  à 

l ' é t u d e  de l a  s t r u c t u r e  du groupement glycannique e t  du point  d ' a t t ache  

glucide-protéine des glycoproteides e t  i l s  se sont ,  en gén&ral ,  bornés à 

préc i se r  l a  composition en ac ides  aminés de l a  f r a c t i o n  prot id ique  et l a  

na tu re  des amino-acides N-terminaux. La détermination de ces  de rn ie r s  n ' a  

pas apporté de renseignements p réc i s  s u r  l a  s t r u c t u r e  de l a  f r a c t i o n  p r o t i -  

dique. En e f f e t ,  c e r t a i n s  glycoprotéides comme l'orosomuco'ide ou l a  lac to-  

t r a n s f e r r i n e  ne semblent pas posséder d'amino-acide-N-terminal ; d 'au t res ,  

corne l a  t r ans fe r r ine ,  en possède un rés idu .  On ne peut tou te fo i s  tirer 

aucune conclusion de ces  r é s u l t a t s ,  c a r  on ne peut exclure  a p r i o r i  

l ' ex i s t ence  d 'acides aminés N-subst i t u é s  en pos i t ion  terminale. On ignore 

donc s i  l e s  glycoprotdides actuellement connus possèdent une ou p lus ieu r s  

chatnes peptidiques. Jusqu 'à  présent  un s e u l  schéma de s t r u c t u r e  a é t é  

proposé. Il concerne les globulines yG dont l a  molécule s e r a i t  cons t i t u e e  

par  l ' a s s o c i a t i o n  de q u a t r e  chatnes peptidiques unies  e n t r e  e l l e s  par  des 

ponts "disulfure".  La f i g u r e  11 (p.23) i l l u s t r e  c e t t e  conception q u i  ne 

possede aucun c a r a c t è r e  d é f i n i t i f  et re lève  encore du domaine de l 'hypothèse. 

C - NATURE ULT POINT D'ATTACHE GLYCANNE-PROTIDE 

D e  nombreux travaux ont  été ef fec tués  dans l e s  dernieres  

années pour t e n t e r  de determiner l a  na ture  de l a  l i a i s o n  glycanne-protide 

dans l e s  glycoprotides.  Ils ont  montré q u ' i l  e x i s t a i t  une c e r t a i n e  u n i t é  

de motif s t r u c t u r a l  et que l 'on  pouvait d i s t inguer  qua t re  types de 

l i a i s o n s  : 
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Schdma de structure des globulines yG 

( d l  après  FLEISCHMAN, PORTER e t  PRESS) 



1 - l i a i s o n s  "ester"  

2 - l i a i s o n s  O-glycos idiques 

3 - l i a i s o n s  "amide" 

4 - l i a i s o n s  glycosylaminiques 

Les deux premiers types de l i a i s o n s  sont  t r è s  l a b i l e s  en mil ieu 

a l c a l i n  e t  en mi l ieu  ac ide  ; l e s  deux au t res  sont  s t a b l e s  en mi l ieu  a l c a l i n  

et  relat ivement r é s i s t a n t s  à l 'hydrolyse  ac ide .  

1 - LIAISONS DE TYPE ESTER 
D e s  l i a i s o n s  e s t e r s ,  conjuguant l a  fonction réduc t r i ce  de 1 'ose 

terminal  de la f r a c t i o n  glycannique et l a  fonct ion  carboxylique d'un ac ide  

aminé de l a  chaîne peptidique, on t  é t é  c a r a c t é r i s é e s  dans c e r t a i n s  glyco- 

p ro té ides ,  Par  exemple, dans l e s  mucines sous-maxillaires, GOTTSCHALK et .< '4 
*: 4 

ses col labora teurs  ont  montre qu'une p a r t i e  des un i t& diholosidiques 
i 

d t a i e n t  l i é e s  Zt l a  protéine,  d'une par t ,  par  l e  groupement réducteur de 

l a  N-ac6tylgalactosamine et, d ' a u t r e  par t ,  p a r  l e s  fonctions carboxyliques 

8 de  l ' a c i d e  aspar t ique  e t  y de l ' a c i d e  glutamique (Fig. 5 ; p. 15 ) . 
Dans les deux glycopept ides  du mycoside C 2 de Mycobac terium 

avium , l e  carboxyle C-terminal de l a  D-alanine e s t  e s t é r i f i é  par  l 'hydro- 

xyle  semiacétal ique du 6-ddsoxy-L-talose, dans l lun ,du 3-0-méthyl-6- 

désoxy-L-talose, dans l ' a u t r e  (LEDERER e t  a l l . )  ; (F ig .  6 ; -p. ' 3 4 )  

Les l i a i s o n s  de type e s t e r  sont t r è s  l a b i l e s  e t  sont  facilement 

rompues par l e s  so lu t ions  a l c a l i n e s  di luées,  par  l'hydroxylamine e t  par  l e  

borohydrure de l i thium. Dans c e  de rn ie r  cas, l a  rupture  s'accompagne d'une 

réduction du groupement carboxylique de l ' a c i d e  aminé engagé dans l a  

l i a i s o n  ester. 

2 - LIAISONS O-GLYCOSIDIQUES 
Dans de nombreux glycoprotéides, la  fonction réduc t r i c e  de 

l ' o s e  terminal du glycanne est conjuguée avec l a  fonction a lcool ique  d'un 

hydroxy-amino-ac ide  de l a  chatne pep t idique ( sé r ine ,  thréonine, hydroxy- 

lys ine ) .  C e  type de l i a i s o n  a & t é  m i s  en évidence dans les glycoprotides 

su ivants  : 



a - Mucines sous-maxillaires : l i a i sons  2-thréonyl ou e s é r y l - N -  - 
-scé tyl  -galac tosaminides ( ~ i g  . 5 ;p. 15) (GOTTSCHALK et al. ; HARBON e t  a l .  ; - 
PIGMAN et al .  ). - 

b - Glycosylamircr-glycannes de la  substance fondamentale, pour 
f 

lesquels  l e  s c h h  de s t r u c t u r e  a Btb proposé par RODEN : 

I 
GalNac--rG15AL-;, Gel --+ -1-4  ~ y l - - ) ~ é r  

T I 

c . Substances de groupes sanguins : KARAT et al. (24a) ont récem- - 
ment montrd que dans les substances de groupes sanguins l 'union glycanne- 

-protk&ne était r é a l i s é e  par des l i a i s o n s  2-eéryl e t  2-thréonyl des 

N-acétylosamin~ e t  du galactose.  - 
d - Mycoside C2 de Mycobacterium avium (LEDERER et c o l l . )  

(voir Fig. 6 ;page ~24). . 
e - Tropocollagène dans lequel  l e  galac tose  est conjugué à la  

fonction hydroxyl6e de la b-hydroxylysine (BUTLER et C ü N i U I N W  (24b) ; 

CUNNINGHAM, FORD et SEGREST ( 24c ) ) . 
f - Lactot ransferr ine  hurnaine oh un groupement glycannique est 

conjugué B la threonine (GOT, OOUSSAULT et FûNT (24d) ; SPIK, MDNSIGNY et 

MoNTRnrIL (24e) ; SPIK et MONTREUIL (24f) .  

g - Globuline yA i s o l é e  du sérum de myélomateux (DAWSON et  CLAMP) - 
(24g) et du lait  de femme (DESCAMPS, MONSIGNY e t  MONTEIEUIL) (24h) (2-séryl 

h - Globulines yG du l a p i n  dont une chasne lourde p o r t e  un risi- - 
du de N-acétylgalactosamine LI é B un r6s  idu de threSonine (SKYTH et UTSUMI) - 
(24 1. 

i - "Extensine", glycoprotéide végétal,  dans lequel  exis tent  des - - _  
l i a i s o n s  -hydroxyprolyl  de l ' a rabinose  (WIMPORT) (243). 

j - Acides teicho'lques (voi r  p. 16) 

3 - LIAISONS DE TYPE AMIDE 

Nous avons vu (Fig.  8;p.18) que, dans les muropeptides de la 

wrréfne, l e  glycanne é t a i t  uni  à la c h a ~ n e  peptidique par  une l i a i s o n  



amrde ent re  l e  groupement carboxylique de l ' ac ide  muramique e t  la fonction 

amine de l ' a lan ine  (GHtTYSa3 et al.). 

4 - LIAISONS GLYCOSYLAMINIQUES 
A la s u i t e  des travaux de YAMASHINA et a l ,  e t  de NEUBEBGER - 

et a l . ,  on sait que dans de nombreux glycoprot6~des d 'origine animale l e  

grarpement glycannique et: la f rac t ion  protidique sont unis par une l i a i -  

son glycosylaminique form6e par la  conjuguaison du groupemant reducteur de 

la -ac6tylglucosamine et de la fonction amide de l 'asparagine,  La chabon  

qu i  un i t  l e  glycanne et la proteine a Bté i den t i f i e  par l e s  auteurs précé- 

dents au 2-acétamido-l-f3 (L-aspartamido) - 1,2 - désoxy-D-glucose (Fig. 12). 

Figure 12 

Formule du 2-acétamido-l-$ (L-aspartamido) -1,Z-désoxy-D-glucose. 

C e  type d e  l i a i son  a Bté caractCSris6 dans l e s  glycoprotBides 

suivants : ovalbumine, ovowico'lde, orosormicoïde, t ransferr ine ,  lacto-trans- 

fe r r ine ,  globulines yG et yA du serua humain , du sérum et du colostrum de 

Vache, fibrinogene, haptoglobine. Ces r é su l t a t s  confirment l'hypothèse de 

travail que nous awns  émise concernant 1 'uni té  de s t ruc ture  des "familles" 

de  glycoprot6ides (voir  p. 13). 



V - PROBLEMES POSES PAR LA DETERMINATION DE LA COMPOSITION 

MOLAIRE EN OSES DES GLYCOPBOTIDES. 

La détermination de l a  composition en oses d'un os ide  l i b r e  ou 

conjugué a longtemps posé p lus ieurs  problemes dont l e s  deux principaux 

concernaient l ' i d e n t i f i c a t i o n  et l e  dosage des oses.  L'isolement des osa- 

zones p a r  c r i s t a l l i s a t i o n  f rac t ionnée  et l a  détermination de leurs  proprig- 

tés physico-chimiques, 1 ' u t i l i s a t i o n  de micro-organismes fermentant sélec- 

tivement c e r t a i n s  oses  e t  l e s  méthodes calorimétriques spécif iques fu ren t ,  

pendant pres  d'un s i e c l e ,  les s e u l s  procédés dont disposaient  les chercheurs. 

Ils d t a i e n t  longs, d '  app l i ca t ion  d e l i c a t e  e t  t r è s  imprécis. La chromatogra- 

phie s u r  papier ,  l a  chromatographie s u r  colonne e t  l ' é lec t rophorèse  s u r  

papier  ont  permis de résoudre ces  deux problèmes. En e f f e t ,  l a  séparat ion,  

l ' i d e n t i f i c a t i o n  e t  le micro2oscye des oses s ' e f fec tuen t ,  en géneral ,  

tres aisément à l a  condi t ion  tou te fo i s  que l e s  oses  cons t i tuan t  un os ide  

a i e n t  é t é  au pr6alable  quanti tat ivement l i b é r é s .  Le probleme e s s e n t i e l  

devant lequel  se trouve l e  chercheur q u i  détermine l a  composition molaire 

d'un os ide  ou d'un glycoprotide concerne donc l 'hydrolyse t o t a l e  du compo- 

sé .  

LE PROBLEME DE L'HYDROLYSE QUANTITATIVE 

DES OSIDES LIBRES OU CONJUGUES. 

La détermination p réc i se  de l a  composition molaire d'un os ide  

l i b r e  ou conjugué répond aux deux exigences su ivantes  : 1) l e s  l i a i s o n s  

osidiques doivent ê t r e  quantitativement hydrolysées ; 2) l ' agen t  d'hydro- 

l y s e  ne  d o i t  n i  dé t ru i re ,  n i  modifier  l e s  oses l i b 6 r é s .  

Nous envisagerons success ivement : 

A - l e s  d i f f é r e n t s  types d'hydrolyse des l i a i s o n s  osidiques 

B - la  s t a b i l i t é  en mil ieu ac ide  des l i a i s o n s  osidiques 
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C - les fac teur s  -de modificat ion des oses au cours de l 'hydrolyse acide. 

A - LES DIFFERENTS TYPES D'HYDROLYSE DES LIAISONS OSIDIQUES. 

Les procédés ,d'hydrolyse q u a n t i t a t i v e  des osides sont  essen- 

t ie l lement  chimiques c a r  l 'hydrolyse  enzymatique est, en gdnéral,  inappli-  

cable .  On n e  dispose pas encore, en e f f e t ,  de l a  c o l l e c t i o n  d'enzymes 

purs indispensables pour hydrolyser totalement un oside.  Dans l e  cas,  par  

exemple, des glycannes de c e r t a i n s  glycoprotides composés d 'ac ide  s i a l i q u e ,  

de ga lac tose ,  de mannose, de fucose, de N-acétylglucosamine, 1 'hydrolyse 

enzymatique t o t a l e  n é c e s s i t e r a i t ,  en tenant  compte de l a  CO-existence 

poss ib le  de formes anomériques a et $, l 'emploi de 8 B 10 osidases d i f fé -  

r en tes .  Ces enzymes n'ont pas encore é t é  i s o l é s  dans un éta t  de puretd 

s u f f i s a n t  pour envisager l eu r  u t i l i s a t i o n  en vue de 1 'hydrolyse t o t a l e  

d'un oside.  En out re ,  c e r t a i n e s  osidases possédent une a c t i v i t é  t ransosi-  

dasique qui ,  en provoquant l a  resynthèse d 'osides à p a r t i r  des oses 

l ibbrés ,  i n t r o d u i t  une cause d 'e r reur  dans l e  dosage de ces  derniers .  

Les types d'hydrolyse q u i  sont  appl icables  aux l i a i s o n s  gly- 

cosidiques sont  l e s  su ivants  : 

1 - Autolyse 

2 - Hydrolyse a l c a l i n e  

3 - Hydrolyse ac ide  

1 - AUTOLYSE DES OSIDES. Dans l e  cas  d 'os ides  acides,  s i a l o -  ou glycurono- 

conjugu&s, on peut t i r e r  p a r t i  de l ' i o n i s a t i o n  des molécules pour r é a l i s e r  

l e u r  autodégradation par  chauffage plus ou moins prolong6, à 80 ou 100°C, 

de l eu r s  so lu t ions  aqueuses. Ce procédé r é a l i s e  une dégradation peu pro- 

fonde des molécules osidiques e t  conduit,  en général ,  à des mélanges 

d 'o l igos ides .  Il a, à c e t  égard, é t é  applique à l ' é t u d e  de l a  s t r u c t u r e  de 

gommes diverses  (voir, par exemple, CHARLSON, MUNN e t  STEPHEN (25) e t  

ANDREWS e t  JONES (26)) e t  à l a  l i b é r a t i o n  de l ' a c i d e  s i a l i q u e  des mucines 

sous-maxillaires (BLIX, LINDBERG, O D I N  et WERNER (27) ; BLIX et  LINDBERG 

(28) ) en vue de l a  prépara t ion  de c e  dernier .  



Dans l e  kas des oaides neut res ,  l ' b b u l l i t i o n  prolongee de 

l e u r s  so lu t ions  aqueuses prodbi t ,  en l e s  dégradant, une quan t i t é  s u f f i -  

s a n t e  de compos6s ac ides  pour hydrolyser l e s  l i a i s o n s  osidiques t r è s  

ac ido- labi les  conne les l i a i s o n s  f ruc tosy l  de levanes (voi r ,  par  exemple, 

ASPINALL et TELFER) ( 29 ) .  11 est évident que c e  procédé est inapplicable 

à l a  détermination de l a  composition molaire des os ides  neut res  pu i squ ' i l  

u t i l i s e  l a  des t ruc t ion  d'une p a r t i e  des oses pour réaliser une hydrolyse 

des l i a i s o n s  osidiques q u i  r e s t e  d ' a i l l e u r s  t r è s  p a r t i e l l e .  

2 - HYDROLYSE ALCALINE. 

L'hydrolyse a l c a l i n e  est inappl icable  c a r  e l l e  n e  peut r é a l i s e r  

l a  dégradation q u a n t i t a t i v e  des osides dont les l i a i s o n s  osidiques r é s i s -  

t e n t ,  en génhral,  à l ' a c t i o n  des a l c a l i s .  En out re ,  ceux-ci d e t r u i r a i e n t  

tr&s rapidement l e s  oses  l i b é r é s .  L e  procédé peut,  cependant, être u t i l i -  

ser pour hydrolyser l e s  l i a i s o n s  e s t e r s  d'oses ou d 'osides conmie, par  

exemple, dans l e  cas  des ac ides  teichoïques (voi r  p.  17 ) ou ce r t a ines  

Liaisons O-glgcosidiques comme, par  exemple, dans l e  cas  des mucines sous- 

max i l l a i r e s  (voi r  p. 25 ). 

3 - KYDROLY SE AC IDE. 

L'hydrolyse ac ide  représente  l a  méthode de choix pour r é a l i s e r  

l a  rupture  des l i a i s o n s  os id iques .  Les oses sont ,  en e f f e t ,  généralement 

s t a b l e s  en mil ieu acide.  En out re ,  on connaPt suffisamment les modalités 

de l 'hydrolyse acide des os ides  pour ob ten i r ,  a volonté,  des oses  ou des 
8 '  

o l i gos ides  en f a i s a n t  v a r i e r  l a  na ture  e t  l a  concentra t ion  de l ' ac ide ,  l a  
4 ,  ' 

, température et  l a  durée de l 'hydrolyse.  

a - Hydrolyse par  les rés ines  échan~euses  de ca t ions .  

L'hydrolyse par les rés ines  polystyrène-sulfon4es a é t é  

appliquée par  d i f f é r e n t s  auteurs pour déterminer la  composition en oses 

neut res  de glycoprotéides d ivers  (vo i r  p .44  ). On s a i t ,  à prbsent ,  que 

l e  procedé n ' e s t  pas s a t i s f a i s a n t  c a r  l 'hydra lyse  e s t  incomplète e t  

conduFr B l a  formation de nombreux os ides  possédant, en général ,  une 

N-acbtylosamine en pos i t ion  terminale. Les rbs ines  polystyrène-sulfonées 

coupent, en e f f e t ,  assez sélectivement des l i a i s o n s  N-acétylosaminidiques 

en respectant  l e s  fonctions "N-acétamido". 



b - Hydrolyse par  l e s  acides concentrbs. 

Les ac ides  concentrés sont  exceptionnellement u t i l i s e s  pour 

hydrolyser des l i a i s o n s  osidiques part icul ierement s t a b l e s  : hydrolyse 

de  l a  c h i t i n e  par HC1 concentré 10O0C, pendant 24 h (BARKER, FOSTER, 

STACEY et WEBBER) (30), par exemple. Ce procedé d ras t ique  est de tou te  

évidence inappl icable  au dosage des oses q u i  sont  par t ie l lement  (osamines) 

ou totalement (oses neut res ,  ac ides  uroniques e t  ac ides  s i a l iques )  d é t r u i t s  

en milieu ac ide  concentrb. 

L'acBtolyse, en mil ieu anhydre, par  l ' a c i d e  acét ique,  l 'anhy- 

d r i d e  ace t ique  e t  l ' a c i d e  sul fur ique ,  conduit a des mélanges d'oses et 

d'osfdes et  ne peut B t r e  u t i l i s é e  pour r 4 a l i s e r  l a  rup tu re  q u a n t i t a t i v e  des 

1 ia isons  os idiques . 
c - Hydrolyse par  l e s  acides d i lués .  

Les ac ides  chlorhydrique et sul fur ique ,  à des concentrat ions 

v a r i a n t  de 0,01 B 4 N ,  son t  couramment u t i l i s é s  pour hydrolyser totalement 

les l i a i s o n s  osidiques . La température d'hydrolyse v a r i e  de 80 a 100°C 

e t  la durée de quelques minutes à plus ieurs  heures. 

Ces condi t ions  t r è s  la rges  de l 'hydrolyse ac ide  s 'expliquent  

par l e s  d i f férences  importantes que l ' on  observe dans l a  s t a b i l i t é ,  vis-à- 

v i s  des ac ides ,  des l i a i s o n s  osidiques et des oses l ib4rés  au cours de 

l 'hydrolyse. 

B - STABILITE EN MILIEU ACIDE DES LIAISONS OSIDIQUES. 

D e  nombreux travaux (vo i r  l e s  revues glnc'rales de BAILEY 

(31) e t  de WOLFROM e t  THOMPSON (32) ont démontré que l e  comportement des 

l i a i s o n s  osidiques B t a i t  en r e l a t i o n  é t r o i t e  avec les groupements 

"hydroxyle" et que l a  s t a b i l i t é  d'une l i a i s o n  glycosidique é t a i t  e s sen t i e l -  

lement liée au nombre et  à l a  pos i t ion  des fonctions "hydroxyle", a l coo l i -  

ques e t  semi-acétalique, 

Les r èg les  g4nérales suivantes peuvent être é;noncées : 

1 - Les l i a i s o n s  1 4 6 sont  l e s  plus s t a b l e s  vis-&-vis des ac ides  minéraua, I - r  
' c g  

dZlu6s ; les l i a i sons  1 -P 2 sont  les plus l a b i l e s .  On observe l ' i n v e r s e  ' ! -*- 



dans l e  cas  de l ' acé to lyse ,  e t  l ' o r d r e  de s t a b i l i t é  décroissant  devient 

a l o r s  l e  suivant : l i a i s o n s  1 -r 6, 1 4 4, 1 -+ 3, 1 + 2 et 1 M 1 

(FUJIMDTO, MATSUDA et  AS01 (33) .  

2 - Les l i a i s o n s  a-D-osidiques sont  plüs s t a b l e s  que l e s  l i a i s o n s  p-D- 

osidiques (HASIIL et OTTAR) ( 3 4 ) .  L e  tableau 1 (p. 32 ) e s t ,  8 c e t  

égard, démonstratif.  

3 - Les l i a i s o n s  "cétosyl"  ( f ruc tosy l  e t  s i a l y l ,  par  exemple) sont; 

beaucoup plus l a b i l e s  que l e s  l i a i s o n s  "aldosylf '  et elles sont  a i s h e n t  

hydrolysees par l e s  ac ides  chlorhydrique et su l fu r ique  très d i l u é s  : 

0,01 N i lûû°C ou 0 , l  M à 80°C pendant des temps n'excedant pas une heure. 

4 - La s t a b i l i t d  des l i a i s o n s  "glycosylaminyl" v a r i e  e s sen t i e l l anen t  

avec l a  na tu re  de l 'amine (voi r  l e s  revues gén6rales de ELLIS et MONEYMAN 

(35) e t  de  PIGMAN (36)).  Certaines sont  t r è s  l a b i l e s  e t  sont  hydrolysies 

par  l ' a c i d e  acdtique 1 à 3 N p lus  facilement qu'avec l ' a c i d e  chlorhydrique 

0 , 5  N. D'autres, comme l a  L-arabinosylamine, sont  s t a b l e s  B des pH inf6- 

rieurs a 2 et supér ieurs  à 8 e t  sont  préférent ie l lement  hydrolysées à pH 

3-4 (ISBELL e t  FRUSH) (37). D'autres sont  p lus  s t a b l e s .  C'est  le  cas ,  par  

exemple, de l 'aspartylglycosylamine q u i  sert de  point  d 'a t tache  e n t r e  le 

glycanne e t  l a  f r a c t i o n  prot id ique  de nombreux glycoprotides (vo i r  p. : .' ) 

e t  qu i  e s t  hydrolysee par  l ' a c i d e  chlorhydrique 1 , 5  N au bout de 6 heures. 

Ce t t e  s t a b i l i t é  r e l a t i v e  peut s ' expl iquer  par  l a  présence, au voisinage de 

la l i a i s o n  glycosylamine, d'un proton protec teur  provenant de l ' i o n i s a t i o n  

du groupement a-aminé l i b & r é  pu cours de l 'hydrolyse acide.  

5 - La pos i t ion  a x i a l e  ou équa to r i a l e  des s u b s t i t u a n t s  des cycles pyranno- 

s iques,  a u t r e s  que l 'hydrogsne, poss5dent une grande influence s u r  l 'hydro- 

l y s e  des l i a i s o n s  os id iques  e t  REEVES ( 38 ) a démontré que l e s  subs t i -  

tuants  équatoriaux s t a b i l i s a i e n t  l e s  l i a i s o n s  aldopyrannos ides,  principa-  

lement quand l e  groupement en 2 est a x i a l  (Tableau 1 ; p. 32 ). 

En c e  q u i  concerne les aldohexoses l e s  p lus  couramment trou- 

vés  dans les glycoprotéides, 1 'o rd re  dOcroissant des s t a b i l i t é s  des l i a i -  

sons osidiques e s t  donc l e  su ivant  : a-D-glucose, B-D-glucose, 

a-D-mannose, a-D-galactose, f3-D-mannose, f3-D-galactose. 



Tableau 1 

S t a b i l i t B  e t  v i t e s s e  d'hydrolyse comparées de méthyl-glycopyrannosides. 

(d'après WûLFROM e t  THOMPSON) (39). 

(a)  Rapport de l a  cons tante  de v i t e s s e  d'hydrolyse par  l ' a c i d e  chlorhydrique 
0 ,5  N à 75°C des mdthyl-glycopyrannosides à c e l l e  de l1a-D-m6thyl- , ', 

glucopyrannoside. 

Mthyl-glycopyrannosides 

du 

a-D-glucose 

6-D-glucose 

a-D-atannose 

f3-D-mannos e 

a-D-galac t o s e  

f3-D-galac t o s e  

a-D-lyxose 

@-D-lyxose 

a-D-rhamnose 

f3-D-rhamnose 

D-glycéro-a-L-rnanno- 
heptose 

D-glycBro-p-L-manno- 
heptose 

a-D-xylos e 

6-D-xylos e 

1 a-D-arabinose 
1 

f3-D-arabinose 

L .. 
(b) A concerne l a  conf igura t ion  anom6rique des glycos ides  : 2 i l l u s t r e  - , . ,,A 

l ' i n f luence  l a b i l i s a n t e  de l a  présence d'un groupe hydroxyle a x i a l  s u r  
l e  carbone2 . C 1 et 1 C désignent les deux formes chaises du noyau 
pyrannosique. Les c h i f f r e s  s e u l s  indiquent l e s  carbones dont l 'hydroxyle 
est un fac teur  d ' i n s t a b i l i t é .  

k/kl  ( a )  

1 

1 a 9 

294 

5 9 7  

s 9 2  

993 

14,5 

46,4 

9,s 

21,9 

193 

3 

495 

9 
1 3 , l  

9 

Facteurs d 1 i n s t a b i l i t 8  (b) 

C 1 

1 

A 

192 

A ; A 2  

194 

A ; 4  

1 , 2  

A ; A 2  

192 

A ; A 2  

1 , 2  

A ; A ~  
1 

A 

A ; 1 , 2 , 3  

LU ; 3 

1 C 

a 2  ; 3, 4, 5 

A ; 1,2,3,4,5 

3,495 

A ; 1,3,4,5 

~2 ; 3,s 

A ; 1,2,3,5 

3, 4 

A ; 1,3,4 

3,495 

A ; 1,3,4,5 

3a4,5 

A ; 1,3,4,5 

A 2 ;  3, 4 

A '; 1,2,3,4 

A ; 4  

194 



6 - La s u b s t i t u t i o n  des fonctions "hydroxyle" du cyc le  pyrannosique aug- 

mente l a  s t a b i l i t é  des l i a i s o n s  glycosidiquea (PAUL) (40). Ainsi  s ' exp l i -  

que l a  s t a b i l i t é  des l i a i s o n s  osidiques des oses O-méthylés et des osami- 

nes. Dans l e  cas de ces  dernieres ,  l a  s t a b i l i s a t i o n  des l i a i s o n s  "osamini- 

dyl" e s t  r é a l i s é e  pa r  un double mécanisme : s u b s t i t u t i o n  d'un hydroxyle 

du cycle  pyrannos ique et appar i t ion  d 'un proton provenant de 1 ' i on i sa t ion  

de l a  fonction a-aminé au voisinage de l a  l i a i s o n  (+). 

7 - La s u b s t i t u t i o n  du carbone 5 d'un ose  s t a b i l i s e  s a  l i a i s o n  g lycos id i -  

que. 

a - C ' e s t  pourquoi, l e s  l i a i s o n s  "furannosyl" son t  beaucoup 

plus l a b i l e s  que les l i a i s o n s  "pyrannosyl". Par exemple, l e s  a) iofuranno- 

s ides  sont  hydrolysés 50 à 200 f o i s  p lus  rapidement que les &dopyranno- 

s ides isomères (HAWORTH) (41) . Les 1 ia i sons  glycosidiques de 1 ' arabinose 

et du f ruc tose  sont  donc aisément rompues e t  on u t i l i s e  g6néralement de 

l ' a c i d e  su l fu r ique  d i l u é  (so lu t ion  d ' ac ide  a 1 p.100), à 80 - 100°C, pen- 

dant un temps relativement cour t ,  ntexc4dant pas, en g b é r a l ,  quelques 

minutes. 

b - En ou t re ,  l a  na ture  du subs t i tuan t  du carbone 5, i n t e r -  

v ien t  dans l a  s t a b i l i s a t i o n  de l a  l i a i s o n  osidique dans l ' o r d r e  su ivant  

(WOLFROM et THOMPSON) (42). 

L 'ordre c ro i s san t  de  s t a b i l i t é  des l i a i s o n s  aldopyrenaosidiques e s t  donc : 

pentosyl,  méthylpentosyl, hexosyl, heptosyl ,  uronosidyl.  Le Tableau . I  

(p .  32 ) e s t  B ce t  égard démonstratif : o n v o i t ,  en e f f e t ,  que pour 

une pos i t ion  déterminée dès hydroxyles des carbones 2 ,3  et 4, l a  

(+) L'absence du proton explique la plus  grande f r a g i l i t é  des lia.lsons 

N-acétyl-osaminidiques par  rapport aux l i a i s o n s  osminidique.s. 



r é s i s t a n c e  des l i a i s o n s  osidiques à 1 'hydrolyse ac ide  c r o i t  dans 1 'ordre 

suivant : a-D-lyxose, a-L-rhamnose, a-D-mannose, D-g1ycBro-a-D-manno- 

heptose. En outre,  l a  s t a b i l i t g  des 1iaisons"uronos idyl"  est b ien  connue 

e t  il est pa r fo i s  necessa i re ,  pour les hydrolyser totalement d 'opérer  dans 

des condit ions t e l l e s  (acide à 4 p.100 à 120°C, pendant 10 B 24 h) 

(WHISTLER et CORBETT) ( 4 3 )  que 1 'on ne peut é v i t e r  une des t ruc t ion  impor- 

t a n t e  des ac ides  uroniques. 

C - FACTEURS DE  DIF FI CATION DES OSES AU COURS DE L'HYDROLYSE ACIDE. 

Les condi t ions  dans l e sque l l e s  est ef fec tuee  l 'hydrolyse  

ac ide  d'un os ide  ne  s o n t  s a t i s f a i s a n t e s  que dans l a  mesure où les oses 

l ibé r6s  quanti tat ivement se retrouvent  i n t a c t s  à l a  f i n  de la  r4act ion.  

Les modifications q u ' i l s  sont  suscep t ib les  d e  s u b i r  sont  de t r o i s  ordres  : 

1 )  des t ruc t ion  ; 2) 4pim6risation ; 3)  condensation. 

1 - Destruct ion des oses  en mi l ieu  acide.  

L a  s t a b i l i t é  d'un o s e  vis-à-vis  des acides v a r i e  avec s a  

na ture  e t  nous envisagerons chaque cas p a r t i c u l i e r  dans l e s  chap i t r e s  

rCserv6s aux d i f f é r e n t s  types d 'oses.  Toutefois ,  nous pouvons énoncer les 

règ les  g6n6rales su ivantes  : 

a - l ' a c i d e  su l fu r ique  e s t  moins ag ress i f  que l ' a c i d e  

chlorhydrique . 
b - l loxyg&ne e t  l e s  s e l s  de f e r  sont  des f ac teur s  de 

des t ruct ion  des oses. 

c - l ' o r d r e  c ro i s san t  de s t a b i l i t é  des molécules d'oses est 

l e  suivant  : acides s i a l i q u e s  e t  cé toses ,  acides uroniques, oses  neutres,  

osamines. 

2 - Epimériaations. 

L'épimérisation d'un ose  e s t  gén6ralement réa l i sGe en milieu 

a lca l in .  Il convient cependant de savo i r  qu ' e l l e  peut se produire  en 

mil ieu acide (OST) (44) e t  in t rodu i re  une cause d ' e r r e u r  due à l a  conver- 

s i o n  des oses.  Par  exemple, du f ruc tose  s e  forme à p a r t i r  du glucose 



aprgs 1 h d 'ac t ion  de  l ' a c i d e  su l fu r ique  2,5 p.100 e t  B 120% (OHNO et 

WARD) (45). Selon MATSUZAKI, WARD et MURRA (46) il se forme, en out re ,  du 

manno se. 

Condensations pa r  t ransosyla t ion .  

La t ransosyla t ion  chimique, en provoquant l a  condensation des 

oses e n t r e  eux ou avec des amines, e s t  une des p r inc ipa les  causes d ' e r reu r  

de l 'hydrolyse  ac ide  q u i  a v a i t  é t é  s ignal6e  par FISCHER (471 ,  des 1890. 

a - BEACTIONS DE TRANSOSYLATION OSES-OSES. 

Le phdnomène de l a  t ransosyla t ion  e s t  connu depuis 1890. A 

c e t t e  date,  en e f f e t ,  FISCHER (48) r é a l i s a  l a  syhthèse d e  l l i somal tose  en 

chauffant une so lu t ion  acide de glucose. Depuis, l e  mécanisme de l a  rdac- 

t i o n  a été étudiC et l ' o n  s a i t  que l e s  processus de t ransosyla t ion  obéis- 

sent aux r e g l e s  générales suivantes : 

1") - La t ransosyla t ion  en mil ieu ac ide  conduit à l a  ionnation 

p r é f é r e n t i e l l e  de glycosides 1 3 6. Toutefois,  ceux-ci sont  accompagnés 

d'une f a i b l e  proport ion de glycosides 1 -> 3 e t  1 4  4. 

2")  - Les cetoses  e t  les osamines ne donnent pas de produi ts  

de t ransosyla t ion .  Au con t ra i r e ,  les aldoses se condensent dans l ' o r d r e  

suivant de r é a c t i v i t é  c ro f s san te  : 6-désoxy-hexoses (Résul ta ts  personnels),  

mannose, ga lac tose ,  glucose (SUBERMAN) (49). 

3') - Les processus de t ransosyla t ion  ont  l i e u  avec n 1  importe 

quel  type d 'ac ide  (TAUFEL, IWAINSKY e t  RUTTLOFF) (50). 

4') - Quelle que s o i t  l a  concentrat ion de l ' ac ide ,  l e s  réac- 

t i o n s  de t r ansosy la t ion  ont l i e u .  Seules va r i en t  les condi t ions  de 1' incu- 

bation. L'acide chlorhydrique gazeux à. l a  température du l a b o r a t o i r e  

r e a l i s e  l a  t r ansosy la t ion  des aldohexoses (RICKETTS (51) ; RICKETTS et 

ROWE (521, du xylose (BISHOP) (531, de l a  N-acétylglucosamine (FOSTER et 

HORTON) (54) et  on d o i t  donc é v i t e r  d 'él iminer 1 'ac ide  chlorhydrique d'un 

hydrolysat p a r  évaporation sous v ide  (PACSU e t  MüRA) (55). L 'acide chlorhy- 

drique 6 N a  à. l a  température du l abora to i re ,  condense l e s  aldohexoses et 

1 'arabinose (TURTON, BEBBINGTON, DIXON et PACSU) (56) JONES et  NICHOLSON 

(57). A l a  concentra t ion  4 N, à 9a°C, il provoque 1 'appar i t ion  en quelques 



*?. 8. , :y 
Les ac ides  chlorhydrique e t  su l fu r ique  1 N, r é a l i s e n t  en 1 à 2 h, à 100°C, ' 

O ,' - i,a 
>. 2 

la t ransosyla t ion du glucose, du galac tose  et du mannose. La réac t ion  a . - 
l i e u  même avec de tr&s f a i b l e s  concentrat ions en ac ide  : par exemple, l e  1: f: >.q 

1'1 

glucose dans l ' a c i d e  chlorhydrique 0,082 N à 97°C ou dans l ' a c i d e  s u l f u r i -  + 
que 0 ,33 N à 100°C donne, en d i x  heures 0 , 5  à 10p.lOO de disaccharides -. 

. -3 
(THOMPSON, WOLFROM et CUINN) (59) . , , 

, 4 
-*;$ 
- 9 

S O )  - La t ransosyla t ion e s t  favorisée par les concentrations - i d  
Blevées en oses. Par exemple, on ob t i en t  d 'excel lents  rendements en iso-  :-& 
maltose avec une so lu t ion  de glucose à 18 p. 100 dans l ' a c i d e  su l fu r ique  

1 N (BACON e t  BACON) ( 6 0 ) .  SILBERMAN (61) obt ient ,  en deux heures, des 

o l igos ides  par chauffage à 10û°C des so lu t ions  3 3 p.100 de d ivers  hexos 

dans 1 'ac ide  chlorhydrique 1 N et PEAT, WEIELAN, EDWARDS et OWEN (62) ont 

observd une t ransosyla t ion du glucose en so lu t ion  à 1 p.1 

su l fu r ique  0,33 N. 

D e  l 'ensemble de ces  résul ta ts ,nous  pouvons 

MûRA et WOOD (63) que l a  t ransosyla t ion est favorisrSe en 

l e s  températures i l evées  et par de f o r t e s  concentrat ions en oses. Nous . 

avons vérif ii que, pour une temp6rarure de 100°C, l e s  r 4  

l e s  ac ides  chlorhydrique et su l fu r ique  1 N, p 

p.100 m l  et q u ' e l l e s  é t a i e n t ,  au con t ra i re ,  t r è s  import 

concentrat ion en oses a t t e i n t  20 g p.100 m l  ( 

b - REACTIONS DE CONDENSATION DES OSES ET 

REACTION DE MAILLARD. 

Les oses sont suscept ib les  de s e  condenser 

condit  ions,  par l e u r  fonction semi-aldéhydique, avec de 

des complexes aminés s t ab les .  La  réact ion de MAILLARD ( 

précisément l a  condensation des oses ou des osides-oses 

amines des prot ides  : acides aminés, peptides e t  p r o t é i  

l ' o b j e t  de nombreuses revues générales : ADRIAN (651, 

(661, ELLIS (67), HEYNS e t  PAUtSEN (68), HODG 



Figure 13 

Transosidarion de 12~-glucose et de 14~-glucose (1 h 100°C) en solution, 
L diffdrantes concentrationa O - 1 e t  20 p. 100). dans de l'acide chlorhy- 
drique 1 N. A gauche : chroritogrme + & V U  par le r4actif L l'oulate 
d'aniline. A droite r autoradiogrrnwe. 
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Le mécanisme m&ue de  la  reac t ion  est encore mal connu et de  

nombreux schémas ont Bt4 proposés. Il semble que 'La condensation s ' e f f e c t u e  . . , & -  

S .  en deux temps : formation d'une base de SCHIFF (glycosylamine), puis 
1 -. 

8 remaniement moléculaire appelé réarrangement dfAMADORI dans l e  cas  des 

aldoses e t  rearrangement de HEYNS dans l e  cas des cétoses.  Selon c e r t a i n s  

auteurs,  la réac t ion  s ' a r r ê t e r a i t ,  au s t a d e  de l a  "cétosamine" (Fig. 14 a ; 

p. 39 ) ; pour d 'aut res ,  e l l e  se poursuivra i t  par  l a  degradation du com- 

plexe en dé r ives  du f u r f u r a l  (Fig. 11 b ; p. 39 ) responsables de  l a  colo- 

r a t i o n  brune du milieu react ionnel .  Mais, quel que s o i t  le  m6canisiue de la 

réact ion de condensation, c e l l e - c i  conduit à des causes d 'er reur  par 

défaut  dans l a  détermination de l a  composition en oses des glycoprotides. 

En outre,  e l le  t rouble  l e  dosage des osamines c a r  les compoeés auxquels 

e l l e  donne naissance donnent une co lo ra t ion  au cours de l a  r éac t ion  d' 

ELSON et MORGAN (73) VASSEUR e t  IMMEBS) (74). 

La condensation des glucides et des protides,  qui se manifeste 

par  1 ' appari t ion d'une co lo ra t ion  jaunât re  ou d'un p r é c i p i t é  n o i r â t r e  dans 

les milieux reac t ionnels suivant  1 ' i n t  ens i t B  du ph&nomène, d6pend de 

nombreux facteurs : 
h . '  . , 1') - El le  augmente avec l a  temp6raqure,mais e l le  a encore 

- 8 

l i e u  B 0°C.  
. . A  

8- - , : 

2') - E l l e  a l i e u  en mil ieu neutre  ou 16g3raaent a l c a l i n ,  l e  

pH optimum v a r i a n t  e n t r e  7 e t  10. E l l e  e s t  inhibée ou tres faible en 

mil ieu acide. 

: ' ' > 3 O )  - E l l e  augmente avec l e  temps de la r i ac t ion .  

4') - El le  est favor isée  par des concentrations 4levdes en 

glucides e t  en protides.  
, O -  : - - 5') - E l l e  est  l i é e  à l a  concentrat ion en eau du melange 

I . -. L , 41. 2, . 8 

g~uc ide -pro t ide  : l e  taux optimal dfhumidit6 e s t  de 3û à 6û p.100, mais, 

se lon  c e r t a i n s  auteurs, l a  réact ion peut avoir  l i e u  en milieu anhydre. 

6") - Certains s e l s  métal l iques comme les s e l s  de  fer favori-  

s e n t  l e s  condensations. D'autres, connue les sels de t i t a n e ,  l a  ra lent isseni  

ou 1 ' inhibent. . x LX, . . .: $ 4 ' 2  -'i:.,:"a'Lo': 
2 . .n. .cJ 

7'1 - La lumière semble c a t a l y s e r  'ka réaction.  
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Figure 14 

b w x  mkanismes po8sibles de la condensation de MAILLARD. 

(a) selon KUHN e t  WEYGAND (75) ;(b) selon RICHARDS (761, 



8') - La r6act ion  de MAILLARD a l i e u  avec les oses  neutres,  

l e s  osamines et les ac ides  uroniques e t  l a  na ture  des oses et des ac ides  

aminés joue un rale t r è s  important dans son développement. 

En règ le  générale,  les acides uroniques sont  plus r é a c t i f s  

que les a u t r e s  oses (SEAVER e t  KERTESZ) (771, les cé toses  plus que l e s  

aldoses,  e t  l e s  pentoses plus que les hexoses. 

Dans l e  c a s  des ac ides  aminés, l e  groupement carboxylique voi-  

sin de l a  fonction a-aminé f re inan t  l a  réact ion,  c e l l e - c i  se f e r a  préfé-  

rent ie l lement  avec les diamino-acides comme l a  lys ine .  En ou t re ,  l a  présen- 

ce de fonc t ions supplémentaires dans l eu r  molécule f avor i se  la condensation 

des acides aminés soufrés  e t  de  la tyros ine .  De tous les amino-acides, l e  

tryptophanne est l e  p lus  réac t ionnel  et son in tervent ion  dans l a  r éac t ion  

de MILLARD a été part icul ierement bien é tudiée  par  ADRIAN (78). 

CONCLUSIONS. De l'ensemble des r é s u l t a t s  pa r fo i s  con t rad ic to i res  obtenus 

a la s u i t e  des nombreux travaux s u s c i t é s  par l a  r éac t ion  de MAIUARD, nous 

pouvons tirer les enseignements su ivants  dont l ' app l i ca t ion  elimine ou 

r é d u i t  l e s  r éac t  ions de condensation gluc ides-prot ides au cours des 

expériences concernant l e s  glycoprotéides r 

1") - La concentra t ion  des hydrolysats  acides en glucides et 

en prot ides  d o i t  ê t r e  f a i b l e  e t  de l ' o r d r e  de 0,s  a 1 p.100 de glycoprotéi- 

de. 

2")  - Les hydrolyses doivent être ef fec tuées  à l l o b s c u r i t &  e t  

avec des produi ts  exempts de sels de f e r .  

3") - La réac t ion  de MAILLARD é t a n t  maximale e n t r e  pH 7 e t  

10, l e s  so lu t ions  de glucides e t  de prot ides ,  seront  maintenues acides par  

l ' a d d i t i o n  d'un peu d 'ac ide  acé t ique  ou formique à tous les s t ades  d'un 

mode opera to i re  

4") - L e  de rn ie r  s t a d e  de l a  concentrat ion d'une so lu t ion  

contenant des glucides e t  des prot ides  est l e  plus favorable aux condensa- 

t i o n s  de MAILLARD. Les condit ions sont ,  en e f f e t ,  optimales : concentra- 

t i o n s  élevees en glucides et en prot ides  ; f a i b l e  taux d'humidité ; pH 

tendant  ve r s  la n e u t r a l i t é .  Les réac t ions  seront  inhibées ou au moins 



< 
rddui tes  en prenant l a  précaution d ' a c i d i f i e r  de temps en temps l e  milieu 

en cours d'bvaporat ion e t  d ' e f fec tue r  c e t t e  dernitire a 1 'obscur i té .  

5 ' )  - Lee so lu t ions  de glucides e t  de prot ides  doivent ê t r e  

conservées au cong6lateur, en mi l ieu  ac ide  et B l ' obscur i t é .  

6 ' )  - Dans l e  cas  p a r t i c u l i e r  du dosage des osamines par  l a  

méthode d'ELSON et MûRGAN, pour é v i t e r  l a  cause d 'e r reur  6ventuellement 

apportée par  l a  r g a c t i v i t é  des produi ts  de l a  condensation de MAILLARD, 

il e s t  important de t r a c e r  l e  s p e c t r e  d 'absorption des chromophores dont 

les longueurs d'onde d 'absorption maximale sont  t r h s  nettement d i f f é ren tes :  

530 mp, par  exemple, dans le  cas  de  La glucosamine ; 570 mp, dans l e  cas  

des produi ts  de la réac t ion  de MAILLARD. En outre ,  ces de rn ie r s  donnent 

l a  rgac t ion  " indi rec te"  d'EHRLICH ( t ra i tement  par une s o l u t i o n  de carbonate 

de sodium, puis  par  l e  r é a c t i f  d'EHRLICH) (IMMERS e t  VASSEUR (79) et 

VASSEüR e t  IMM3RS (80)).  



METHODES CLIBOMATOGBAPHIQUES ET mxTBo-Ques D ~ ~ ~ ~ ~ I F I C B T I O ~  

ET DE DWAGE DES OSES. 

Nous expl.zserons success lvement les m6tMes 

de dosages chromatographiques et électrophorétiques des 

-es neutres, des acides uroniques, des  osamiaes et des 

ac ides osadn+awboxyl iques (au- aial iques  et . 

acide N-acdtyl muramique), 



r 

CHROMATOGRAPHIE QUANTITATIVE DES OSES NEUTRES 
L 

La détermination de l a  composition en oses neut res  d'un os ide  

l i b r e  ou conjugué est généralement r é a l i s é e  par chromatographie s u r  papier .  

En e f f e t ,  1 '6lectrophorèse n 'apporte pas une exce l l en te  r é so lu t ion  des 

oses neu t res  e t  les procédés de dosage par  chromatographie en phase gazeuse 

sont  encore imparfai ts  e t  n 'ont  pas reçu un nombre s u f f i s a n t  d 'appl ica t ions  

pour être u t i l i s 6 s  actuellement dans l e  dosage de ces  compos6s. Toutefois ,  

bien que no t re  expérience de c e t t e  de rn iè re  méthode s o i t  t r è s  l imi tée ,  nous 

ef fec tuerons  une m i s e  au point  de l a  quest ion dans l e  paragraphe réserve  à 

l a  chromatographie des oses neut res .  

Quel cpe s o i t  l e  procédé u t  i l i s 6 ,  l a  chromatographie des oses 

n ' e s t  poss ib le  qu 'après une p u r i f i c a t i o n  préa lable  des so lu t ions  à é tud ie r  

e t  l a  détermination de l a  composition en oses neut res  d'un os ide  nécess i t e  

donc les étapes su ivantes  : 

1 - Hydrolyse q u a n t i t a t i v e  de l ' o s i d e  ; 

II - P u r i f i c a t i o n  des hydrolysats  ; 

III - I d e n t i f i c a t i o n  e t  dosage chromatographique des oses.  

1 - HYDROLYSE QUANTITATIVE DES OSIDES. 

De tres nombreuses méthodes d'hydrolyse des osides ont  é t é  

proposées q u i  u t i l i s e n t  l e s  agents ac ides  l e s  plus d ivers  : 

1 - Résines polystyrène-sulfonées 

2 - Acides formique et ace t  ique 

3 - Acides oxalique e t  n i t r i q u e  

4 - Acide su l fu r ique  

5 - Acide chlorhydrique 



La méthode d'hydrolyse des glycoprotéines par l e s  échangeurs 

de ca t ions  polystyrène-sulfonés (Dowex 50, Permutite 50 ou Amberlite IR 

120, forme ac ide)  préconisée par  DIXON (81) appliquant le  procédé d'hydro- - 
l y se  des proté ines  de PAULSON e t  DEATHERAGE (82) a été u t i l i s é e  par de 

nombreux auteurs (voi r ,  en p a r t i c u l i e r ,  BRAGG e t  HOUGH (831, GLEGG et 

c o l  1. (84,851, SCHMID (861, SCHULTZE, SCHMIDTBERGER et HAUPT (8  71, TOLBERT 

et ZILL (88)).  

Cette m6thode e s t ,  a p r i o r i ,  tres séduisante  puisque l'échan- 

geur de ca t ions  joue à l a  f o i s  l e  r ô l e  d'agent d'hydrolyse et  d'agent de 

pur i f  i c a t  ion en f ixant  l e s  produi ts  de dégradation prot id ique .  E l l e  do i t ,  

cependant, ê t r e  r e j e t é e  c a r  e l l e  ne r é a l i s e  pas l 'hydrolyse  t o t a l e  des 

os ides  1 ib res  ou conjugués. 

Nous avons, en e f f e t ,  v é r i f i é  à l a  s u i t e  de MDNTREUIL et 

SCHEPPLER (891, qu'après un sé jour  de 32 heures à 100*C, l'amidon soluble  , #z.* 

n ' & a i t  hydrolysd que dans l a  proport ion de 67 p.100 e t  que l 'hydrolyse 

même de diholosides corne le  l a c t o s e  r e s t a i t  incomplète dans les mêmes 

condit ions.  

Nous avons, en out re ,  appliqué 3 1 'ovomcoïde (>Y.) Le procedé * 

d'hydrolyse d é c r i t  par  MONTREUIL e t  CHOSSON (90) pour ob ten i r  des o l igos i -  

des et nous avons s u i v i  par  chromatographie s u r  papier ,  l a  l i b e r a t i o n  des 

glucides pendant des temps v a r i a n t  de 5 minutes à 2 jours .  

MODE OPERATOIRE. 500 mg d'ovomucoïde en s o l u t  ion dans 

maintenus B 100bC, sous a g i t a t i o n ,  en présence de 50 m l  

rsne-sulfon6e humide. (Dowex-50 x 

vements sont ef fec tués  à des temps déterminés e t  l e s  hyd 

blement cancentrds, sont  soumis directement B l!analyse. 

s u r  papier  dans l e s  condit ions d é c r i t e s  dans l e  f i g u r e  15 (p. 4 5 ) .  

(*) L1ovmcoYde e s t  un glycoprotéide du blanc d'oeuf. Il renferme 8,s B 

9 p. 100 d'oaes neutres (ga lac tose ,  mannose : 1 : 5 ) .  
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Figura 15 

Chromatographie dlhydrolyaats dlovowrco~de ef f ectu4s par le Dotsex-50 
(forme acide). Sys the-solvant : n-butanol/aci de icbtique/eau (4: 1:s) 
R6valation par le thetif à lloxalite d'aniline. Lea nombres indiquent 
en minutee ou en heures la durde de l'hydrolyse. Ga1 : galactose ; Man : 
mannose ; GlcNMc r N-ac6tylglucosumine. Lei chiffres romains dhaignent 
des oligosides, 



RESULTATS. Les r é s u l t a t s  que nous avqns obtenus peuvent se résumer de 
. - 

l a  manière su ivante  : 

1 - Au bout de 8 h ,  les hydrolysats  renferment, o u t r e  des 

oses l i b r e s ,  une proportion importante d 'o l igos ides  (environ 50 p.100 

des g lucides  to taux) .  Ces r é s u l t a t s  sont  identiques à ceux de MINTREUIL 

et CHOSSON (91) ; CHOSSON, IW?TREUIL e t  SCHEPPLER (92) ; WlNTREUIL,SPZK 

et ADAM-CHOSSON (93) (Fig. 15  ; p. 45). 

2 - Après 48 h d'hydrolyse ( condit ions appliqu6es par  CLEGG 

et c o l l . )  (94) et au delà,  il s u b s i s t e  encore, dans les hydrolysats ,  de 

f a i b l e s  quan t i t é s  d 'osides mais l e s  oses neut res  l i b é r é s  ont  été degrades 

dans des proport ions importantes. 

CONCLUSIONS . La méthode d'hydrolyse des osides l i b r e s  ou conjugués par  

' .  l e s  r é s i n e s  polystyrène-sulfonées n ' e s t  pas q u a n t i t a t i v e  c a r  e l l e  conduit 

+ à des mélanges d'oses e t  d 'osides.  Aussi e s t - e l l e ,  à present ,  abandonnéc 

dans les proc6dés de détermination de l a  composition molaire en oses 

neut res  des g lucides  conjugués. Toutefois ,  e l l e  représente  l e  procédé de 

choix pour préparer  des o l igos ides  à p a r t i r  de polyosides, l e s  auteurs 

u t i l i s a n t ,  les une, des r6s ines  so lubles  (hydrolyse de 1' inu l ine  par  

PAINTER (951, de substances spéci f iques  de groupes sanguins par  PAINTER 

e t  MORGAN (96) , PAINTER, WATKINS et MORGAN (97 ) e t  PAINTER, REGE e t  

MûRGAN (981, e t  de 1 'orosomuco'ide par JEANLOZ (99)) ; l e s  autres, des 

rés ines  insolubles  (hydrolyse de l'ovomucoïde par  MONTREUIL e t  CHOSSON 

( 100), CHOSSON, MONTREUIL e t  SCHEPPLER ( 10 1 ) , ADAM-CWSSON et  MûNTREUIL 

(102). ou des globulines yG humaines par  CLAMP e t  PUTNAM (103)).  

, : 
2 - HYDROLYSE PAR LES ACIDES FORMIQUE I3T ACETIQUE. 

. , --j-'- 
.* * ' 1,: 

Nous n'avons pas retenu l e s  hydrolyses par  l ' a c i d e  formique 

e t  par l ' a c i d e  acé t ique .  L'une e t  l ' a u t r e  sont ,  en e f f e t ,  incompletes : 

après 24 heures d ' ac t ion  à 100°C sur  l'amidon soluble,  l ' a c i d e  acé t ique  

4 N l i b e r e  seulement 58,3 p.100 du glucose. En out re ,  dans l e  c a s  de 
' I  

l 'hydrolyse  formique, l a  chromatographie des hydrolysats de glucosan& .lt:l; 

(amidon et maltose) r&v&le l ' ex i s t ence ,  à c a t é  du glucose, d ' e s t e r s  formi- 

ques migrant plus rapidement que c e  dernier  e t  réagissant  avec l e  r é a c t i f  



a ~ ~ o x a ~ a t e  a s a n i l i n e  de PARTRIDGE (voi r  auss i ,  MONTREUIL et  SCHEPPLER) 

(104). La formation d ' e s t e r s  formiques des oses ava i t  é t é  ant6rieurement 

s ignalée  par  JONES (105) q u i  pr6conisa i t ,  pour l e s  él iminer,  d '  e f  fec tuer  

une seconde hydrolyse par  l e s  ac ides  su 1 f u r  ique ou chlorhydrique d i lués  . 
3 - HYDROLYSE PAR LES ACIDES OXALIQUE ET NITRIQUE. 

Les acides oxalique e t  n i t r i q u e  d i lués  ont  été u t i l i s é s  pour 

hydrolyser l e s  l i a i sons  d'oses neut res  part icul ièrement f r a g i l e s ,  corne 

l e s  l i a i s o n s  f m c t o s y l  (hydrolyse du saccharose par l ' a c i d e  oxalique5p.100 

B 100°C, pendant 1 h (DuFF et  EASTWOOD) (106) ; hydrolyse de fructosannes 

par  l ' a c i d e  oxalique 0 , l  N,  à-70°C, pendant 45 mn ou a 2 p.100, B 100°C, 

pendant 24 h (LAIDLAW e t  REID) (107)) e t  penrosyl  (ac ide  n i t r i q u e  à 

3 p.100 (HAMPTON, HAWORTH e t  HIRST (108) ; HAWORTH, HIRST et  OLIVER 

(109) ; HEUSER e t  J A W  (110). 

4 - HYDROLYSE PAR L'ACIDE SULFURIQUE. 

L'acide su l fu r ique  a é t 6 ,  jusqu 'à présent ,  largement u t i l i s é ,  

a des concentrat ions e t  pendant des temps t r è s  variables,pour hydrolyser 

les osides e t  les glycoprotéides : 

- 0,25 N à 100°C pendant 18 h (GOTTSCHALK e t  ADA) (111) 

- 0 , 5  N à 100°C pendant 5 h (PARTRIDGE) (112) 

- 1 à 2 N à 100°C pendant 2 à 4 h (WERNER e t  ODIN) (113) 

- 2 N à 100 'C pendant 12 h (YWSHINA) (114) 

Les so lu t ions  d i luées  d 'acide su l fu r ique  semblaient o f f r i r ,  en e f f e t ,  

1 'avantage d ' ê t r e  moins agressives vis-à-vis  des oses que l e s  s o l u t  ions 

d 'acide chlorhydrique. En out re ,  on l ' é l i m i n a i t  aisément des hydrolysats  

par une p r é c i p i t a t i o n  baryt  ique. Malheureusement, 1 'appl ica t ion  de 1 'hy- 

drolyse su l fu r ique  conduisai t  souvent à des r é s u l t a t s  anormaux e t  c e t t e  

observation i n c i t a  des auteurs a e f fec tue r  une étude c r i t i q u e  du procédé. 

Par exemple, MONTREUIL e t  SCHEPPLER (115) avaient  é t é  frappés par  l e  f a i t  

que l a  somme des oses l i b é r é s  des mucoYdes par  l.'hydrolyse su l fu r ique  e t  

dosés par  chromatographie q u a n t i t a t i v e  su r  papier  é t a i t  toujours in fé r i eu re  

de 20 à X) p.100 à l a  quan t i t é  d 'oses totaux déterminée p a r t i r  du 

mucoïde n a t i f  par  l a  méthode c las s ique  de dosage calorimétrique B l ' o rc inor  



sul fur ique .  La même cons ta ta t ion  pouvait ê t r e  f a i t e  à l'examen des 

travaux d ' a u t r e s  auteurs.  Par exemple YAMASHINA (1161, apres une hydrolyse 

du séromucoYde ac ide  al-perchlorosoluble par  SO H 2 N pendant 12 heures 4 2 
à 100°C e t  un dosage du galac tose  e t  du mannose par  l a  méthode de chroma- 

tographie s u r  colonne d'amidon de GARDEXL (1171, ne récupèra i t  que 7 9 , s  

p.100 des oses totaux.  De même, GOTTSCHALK e t  ADA (118), après avoir  e f fec-  

tué  une étude du comportement de p lus ieu r s  mucoïdes et de mélanges d'oses 

e t  de proté ines  vis-à-vis de l ' a c i d e  su l fu r ique  0,25 N à 100°C pendant 

12 heures parvenaient à une récupérat ion de 70 B 90 p.100 des oses e t  

expliquaient  c e  d é f i c i t  par  des réac t ions  de condensation e n t r e  l e s  oses 

et l e s  acides aminés l i b é r é s  au cours de 1 'hydrolyse, 

WNTREü IL  e t  SCHEPPLER ( 119) e n t r e p r i r e n t  a10 rs une oér  ie  

d'expériences a f i n  de rechercher, d'une p a r t ,  les causes du "déf i c i t  chroma- 

tographique" des oses au cours des hydrolyses des glycoprot6ides e t  de 

p réc i se r ,  d ' a u t r e  pa r t ,  l e s  condit ions optimales de l 'hydrolyse de ces 

composés. En e f f e t ,  c e  " d é f i c i t  chromatographique" pouvait s ' expliquer 

de p lus ieu r s  manières et il é t a i t  permis d'envisager l e s  causes d 'erreur 

su ivantes  : 

1 - imperfection des méthodes de dosage colorimétrique des oses neutres 

conduisant B des r h s u l t a t s  par  exces 

2 - condensation d'oses e t  d 'acides aminés 

3 - imperfection des méthodes de p u r i f i c a t i o n  des hydrolysats  et de 

chromatographie q u a n t i t a t i v e  

4 - des t ruc t ion  des oses au cours de l 'hydrolyse 

5 - hydrolyse incomplète des glycoprotéides. 

Dans une première s é r i e  dl expériences, l e s  auteurs démontri- 

r e n t  que les méthodes de dosages c o l o r i m é t r i q u e ~  des oses ne pouvaient 

ê t r e  mises en cause, que l a  condensation d 'oses e t  d 'acides aminés au 

cours de l 'hydrolyse Bta i t  négligeable dans ce r t a ines  condit ions expéri- 

mentales (vo i r  p. 40 ) e t  que l e s  procédés de p u r i f i c a t i o n  des hydroly- 

s a t s  à l ' a i d e  de ré s ines  échangeuses d ' ions  a i n s i  que la méthode de chro- 

matographie q u a n t i t a t i v e  s u r  papier  n' en t ra îna ien t  aucune p e r t e  en os es 
( '~ableau Y% p.55 sbPs). . 

Dans une seconde s é r i e  de recherches, i ls  étudièrenc l e  

comportement des oses vis-à-vis de l a  so lu t ion  d,'acide su l fu r ique  2 N 



q u i  é t a i t  l e  p lus  couramment u t i l i s é e .  Les r é s u l t a t s  obtenus par  l e s  

auteurs  sont  rassemblés dans l e  tableau II (p.  50 1. On v o i t  que l e s  

oses,  sauf l e  f ruc tose  e t  l e  xylose, r é s i s t e n t  parfaitement à l ' a c t i o n  de 

l ' a c i d e  su l fu r ique  2 N pendant 8 h à 100°C e t  que l e  " d é f i c i t  chromato- 

graphique" ne pouvait s ' expl iquer  par une des t ruct ion  des oses au cours 

de 1 'hydrolyse sul fur ique .  

Lendéf ic i t  chromatographique" e s t  donc dri a une hydtolyse 

incomplète des os ides q u i  s e  manifeste dl  a i l l e u r s  souvent par  1 'appar i t ion  

de taches d 'o l igos ides  accompagnant les oses s u r  les chronheitogrames. 

MICHûN et  BOURRILLON (120) parviennent à l a  même conclusion à l a  s u i t e  

d'une é tude  c iné t ique  de l a  l i b é r a t i o n  des oses neut res  par hydrolyse 

su l fu r ique  du pleuromucoïde (+) dont l e s  r é s u l t a t s  son t  rapportés dans 

l e  tableau III (p. 51 ) : on v o i t  que, dans l e s  mei l leures  conditions, 

l e  pourcentage des oses l i b é r é s  n'excède pas 65 p.100. Cependant, 

l 'hydrolyse  des l i a i s o n s  osidiques des oses neutres est pa r fo i s  quanti ta-  

t i v e  comme,par exemple, dans l e  cas de l'amidon so lub le  (Tableau 1V ; 

p. 52 ) q u i  possede pourtant un poids moléculaire p lus  é levé  que c e l u i  

du glycanne de l a  plupart  des glycoprotéides. L ' e f f i c a c i t é  de l 'hydrolyse 

d'un o s i d e  par  l ' a c i d e  su l fu r ique  e s t  donc l i é e  B l a  n a t u r e  des l i a i s o n s  

osidiques des oses q u i  l e  cons t i tuen t  e t  à s a  s t r u c t u r e  moléculaire. 

. I 

CONCLUSIONS . 
Les conclus ions que nous pouvons tirer des d i £  f é rentes  

études q u i  ont  é té  r é a l i s é e s  surlf hydrolyse sul fur ique  des osides l i b r e s  

e t  combinés sont  l e s  suivantes : 

l0 - L a  s t a b i l i t é  des oses cons t i tuan t  un oside vis-à-vis de l ' a c i d e  

su l fu r ique  à d i f f é r e n t e s  concentrat ions e t  à des températures e t  

pendant des temps var iables  d o i t  ê t r e  systématiquement é tudiée .  

(+) Le pleuromucoïde e s t  un glycoprotéide dont l e s  p ropr ié t é s  sont  

très vois ines  de c e l l e s  de l'orosomuco'ide e t  q u i  a é t é  i s o l é  

du l i q u i d e  p leura l  par MICHON e t  BOURRILLON. 



Tableau II 

Action de l 'acide sulfurique dilué sur différents oses à 100.C pendant 

des temps variables (p.100 des oses totaux avant l'action de 

1 'acide) (M~NTRRTIL et  SCHEPPLER) (121). 



Tableau III 

Pourcentage des oses  neutres l i b é r é s  en fonction du temps et de l a  concen- 

t r a t i o n  en a c i d e  sul fur ique  au cours de l 'hydrolyse du pleuronntcoYde 

(MICHOM e t  BOURRILLON) ( 122) . 

Concentration de 1 ' ac ide  1 Durée de 1 'hydrolyse ( 100-d'oses 

su1 fur  ique neut res  l ibérés(+)  

2 h  57919 

(+) Difference e n t r e  l a  quan t i t é  de glucides réducteurs to taux dosés 

par  la  méthode de  SOMOGYI (1231, modifiée par NELSON (124) et la  - -. 
I r  1 

quan t f t é  d'osamines dosées par  l a  méthode dfELSON et  MORGAN (125); - "  

modifiée par BLIX (126). 



Tableau I V  

Cindt i que  de 1 'hydrolyse de  1 'amidon s o l u b l e  par  1 ' a c i d e  s u l f u r i q u e  

1 N e t  2 N (p.100 des oses  t o t a u x  avant  l ' hydro lyse)  (MONTREUIL 

e t  SCHEPPLER) (127) . 

(+) Wthode  à 1 'o rc ino l - su l fu r ique  de  TILLMANS e t  PHILIPPI (1281, 
modif ide pa r  RIMINGTON (129).  

(*) Méthode réduct i rnétr ique au f e r r i cyanure  de MONTREUIL (1301, 
modi f iée  (MONTREUIL, SPIK, DUMAISNIL e t  MONSIGNY (131). 

Dosage du 

g lucose  l i b é r é  

(+ +) 

O 

90 
100 

10 2 

98 
9 7 

O 

104 

10 3 

96 

9 7 

9 1 
1 

Concent ra t ion  d e  
de Dosage du 

l'acide sul- 
1 'hydrolyse g lucose  total (+) 

f u r  i que  

O h  100 

2 h  

4 h  

6 h  

8 h  

16  h 

- -- 

O h  

2 h  

4 h  

6 h  

8 h  

16 h 

99 
10 3 

99 
100 

9 6 

100 

100 

102 

97 

98 

90 



Dans l e  cadre  des recherches que nous avons ef fec tudes ,  nous 

pouvons conclure que l e s  hexoses habituellement présents  dans l e s  glyco- 

proté ines  (ga lac tose ,  glucose, mannose, fucose e t  1 ' a r a b i n o s ~ ) s o n t  

s t a b l e s  pendant au moins 8 heures dans les condit  ions d'hydrolyse su l fu r i -  

que généralement u t i l i s é e s  (SO H 2 N, à 100°C). Le xylose e s t  un peu 4 2 
moins s t a b l e  e t  l e  f ructose  r é s i s t e  moins de 2 heures à l ' a c i d e  s u l f u r i -  

que 1 N à 100°C. 

2' - L'acide su l fu r ique  ne r é a l i s e  pas toujours l 'hydrolyse q u a n t i t a t i v e  

des l i a i s o n s  osidiques des oses  neut res  e t  il est impossible de prtSvair 

l e  r é s u l t a t  de  son act ion.  Aussi e s t - i l  indispensable,d1unc p a r t ,  

d ' e f f e c t u e r  eyst4matiquement des études c iné t iques  de l 'hydrolyse  d'un 

o s i d e  avec d i f f é r e n t e s  concentrat ions de l ' a c i d e  et pendant des  temps 

va r i ab les  e t , d l a u t r e  pa r t ,  de déterminer l e  pourcentage d 'oses neutres 

l i b é r é s  en dosant ces  derniers ,  s o i t  à l ' a i d e  d'une méthode réductimétri-  

que c lass ique ,  s o i t  par chromatographie q u a n t i t a t i v e  s u r  papier .  On évi te-  

r a ,  de  c e t t e  manière, des causes d ' e r reu r  importantes dans l a  détenninat i-  

on des rapports  molaires des oses cons t i tuan t  les osides de poids molé- 

c u l a i r e s  élevés.  Les l i a i s o n s  osidiques présentent ,  en e f f e t ,  des s t a b i l i -  

t é s  d i f f é r e n t e s  su ivant  l a  na ture  de l ' o s e  e t  su ivant  s a  pos i t ion  dans l a  

molécule d 'os ide  (voi r  p. 3b 1. 

5 - HYDROLYSE PAR L'ACIDE CHLORHYDRIQUE, 

En 1959, l 'hydrolyse  chlorhydrique des glycoprot6ides 

n ' a v a i t  reçu que de t r è s  r a r e s  appl ica t ions  : hydrolyse du "séromucoTde" 

par  HC1 1 N pendant 4 heures (RIMINGTON) (1321, de substances de groupes 

sanguins par HCl 1 N pendant 6 heures (MORGAN e t  KING) (1331, de 

l'orosornuco'ide par  HC1 1 N pendant des temps va r i ab les  (WINZLER) (1341, 

Il é tai t ,  en e f f e t ,  c l a s s ique  d 'admettre que l ' a c i d e  chlorhydrique, 

contrairement à 1 lac ide sul fur ique ,  d é t r u i s a i t  une proport ion importante 

d 'oses,  principalement de pentoses e t  de cé toses .  Les travaux de MONTREUIL 

e t  SCHEPPLER (135) et deMICHONet BOURRILLON (136) e n t r e p r i s  à c e t t e  - 

époque devaient démontrer que c e t t e  conception é t a i t  erron&e, sauf en c e  

q u i  concerne l e s  cé toses ,  e t  que l ' a c i d e  chlorhydrique é t a i t  l e  meil leur  



agent d'hydrolyse des glycoprotéines e t  de l a  p lupar t  des osi2es.  

MONTREUIL e t  SCHEPPLER (137) ont é t u d i é  le comportenent c l  

d i f f é r e n t s  oses vis-à-vis de l ' a c i d e  chlorhydrique 1 N et  2 IV, à 1 0 0 ° ~ ,  

pendant des temps va r i an t  de 1 à 4 h . Les r é s u l t a t s  q u ' i l s  ont obtenu; 

sont  rassemblés dans l e  tableau V (p. 55 1. On v o i t  que l e s  aldohexo- 

s e s  e t  les aldopentoses son t  s t a b l e s  pendant au moins 4 heures vis-&-vis 

de l ' a c i d e  chlorhydrique 1 N, à 100°C. Les aldohexoses r é s i s t e n t  a isénent  

pendant 2 heures, - c e r t a i n s  m&me pendant 4 heures -, B l ' a c t i o n  de 

l ' a c i d e  chlorhydrique 2 N vis-à-vis duquel l e s  aldopentoses sont moins 

s t a b l e s .  Dans tous les cas ,  l e s  cé toses  sont  d é t r u i t s  dans d'importantss 

proport ions.  

Dans une a u t r e  s é r i e  d'experiences, les mêmes auteurs ont 

é t u d i é  l a  c in6t ique  de l i b é r a t i o n  des oses neut res  cons t i tuan t  l 'oroso- 

mucoYde sous l ' a c t i o n  de l ' a c i d e  chlorhydrique 2 N, à 100°C, pendant 

des temps va r i an t  de 1 à 3 h. L'examen du tableau V I  (p.5 : . c i$ )  

montre que l 'hydrolyse est q u a n t i t a t i v e  au bout de 2 heures. Ces r é s u l t a t s  

sont  à rapprocher de ceux de MICHON et BOU61RILLON (138). Ils consernen r 

l 'hydrolyse chlorhydrique du pleuromuco'ide e t  son t  rassemblés dans l e  

tableau v (p. 55 1. On v o i t  que, dans c e  cas ,  l e  mei l leur  pourcenta- 

ge  d'oses neutres l i b é r é s  a t t e i n t  94 p.100 et q u ' i l  e s t  obtenu par  l ' a t -  

t i o n  de 1 'acide chlorhydrique 1 N pendant 6 h à 100°C. Selon l e s  auteurs,  

l ' a c i d e  chlorhydrique 2 N accentue l a  des t ruct ion  des oses ,  

CONCLUS IONS. 

Les conclusions que nous pouvons t i rer  à propos de 1 'Sydr : ; -y- 

s e  chlorhydrique des os ides  sont  les suivantes : 

1" - L'acide chlorhydrique 1 N convient parfaitement à l 'hydrolyse  des 

polyosides e t  des glycoprotéides e t  son ac t ion  pourra ê t r e  prolongée, 

éventuellement, pendant 4 heures. L 'ac ide  chlorhydrique 2 N se montre, 

au c o n t r a i r e ,  un peu plus a g r e s s i f .  Cependant, son u t i l i s a t i o n  s e  j u r , ~  -- 
f i e r a  entièrement pour e f fec tue r  l 'hydrolyse de polym&res d'aldohexoscs 

e t  de méthylpentoses, en é v i t a n t  tou te fo i s ,  de prolonger sbn a î t t o n  at. 

de là  de 3 heures. 



Tableau V 

Action de l ' ac ide  chlorhydrique d i l u e  s u r  d i f f e r e n t s  oses à 100.C pendant 

des temps var iables  (p .100 des oses totaux avant l ' a c t i o n  de 

1 'acide) (MONTREUIL et SCHEPPLER) ( 139) . 

Nature de l ' o s e  

Glucose 

Galactose 

Maanone 

Fucos e 

Arab inos e 

Xylose 

Fructose 

Concentrat ion 

de l ' a c i d e  

1 N 
2 N 

1 N 
2 N 

1 N 
2 N 

1 N 
2 N 

1 N 
2 N 

1 N 
2 N 

1 N 
2 N 

DurGe de l 'hydrolyse 
- 

4 h  

10 1 
92 

100 
98 

100 
96 

100 
100 

10 3 
8 6 

100 
89 

12 
O 

l h  

100 
10 1 

10 1 
105 

1C I 
10 6 

10 6 
109 

100 
98 

100 
9 7 

7 6 
5 1 

2 h  

10 1 
98 

100 
102 

10 1 
10 1 

104 
10 5 

10 3 
92 

100 
92 

29 
14 

3 h  

10 1 
95 

100 
99 

10 1 
99 

100 
100 

10 3 
89 

100 
90 

2 1 
5 



-- - 
Tableau VI 

Etude cinet ique de 1 <hydrolyse par HC1 2N du s8rmnico'ide se ide al perchlorosolublr humain (0rosomucolde)- 
(MûNTREUIL et SCHEPPLER)( 139 bis ) . 

r 

Durée de l'hydrolyse - 
l h  1 2 h  3 h  

SBromucoYde hydrolys6 (en mg) 50 mg 50 mg 50 mg 
(7,s mg d'oses) (7,s mg d'oses) (7,5 mg d'oses) 

Composition en oses de l'hydrolysat (en mg) 7,35 7,45 7,15 
(+ 6 p.100) ' (+ 0,7.g.l0û) (- 4,7 p.100) 

Composition en oses de 1 'hydrolysat aprss 
passage sur les echangeurs dl ions (en mg) 8 7,55 7,15 

(+ 6,7 p.100) (+ 0,7 p.100) (- 4,7 p.100) 
Composition en oses de 1 'hydrolysat déterminée 

par chromatograph2e quantitative sur papier 
(en mg) : 
Galac t os e 3,23 3,85 3,49 
Mannos e 2,327 2,33 2,975 
Fuc ose O, 510 O, 525 O, 510 

Total 6,067 7,305 6,975 
(80~9 p.100) 697.4 p.100) (93 p.1002" 

Rapports molaires : 
Galactose 1 O 10 10 
 ann nos e 7,2 7,6 
Fucose 

8,s 
1,7 195 1,6 

i 



Tableau VIX 

Pourcentage des oses neutres l ibgrés  en fonction du temps e t  de l a  concen- 

t r a t i o n  en ac ide  chlorhydrique au cours de l 'hydrolyse du pleuroutucoYde 

(MICHON et BOURRILLON) ( 140) . 

(+) Différence e n t r e  la q u a n t i t é  de glucides réducteurs totaux dosés 
par l a  méthode de SOMOGY 1 ( 1411, modifiée par NELSON ( 142) et l a  
quan t i t é  dtosamines dosées par  la  méthode d'ELSON et MDRGAN (1431, 
modifiée par  BLIX (144). 

p.100 d'oses neutres  

l ibé r6s  f+) 

85,78 

86,25 

93,98 

91,26 

77,81 

72,33 

73,15 

59,17 

23,29 

15,66 

8,15 

Concentration de 

1 ' ac i d e  chlorhydrique 

2 N 

4 EJ 

i 

Durée de  

1' hydrolyse 

2 h  

4 h  

6 h  

8 h  

10 h 

2 h  

4 h  

6 h  

2 h  

4 h  

6 h  



Les condit ions l e s  plus favorables pour l i b é r e r  quan t i t a t ive -  

ment l e s  oses neut res  cons t i tuan t  les os ides  l i b r e s  ou conjugués so;,t, 

généralement, l e s  su ivantes  : 

HC1 1 N , à 100°C, pendant 2 h 

HG1 1,5N , à 100°C, pendant 1 , 5  h 

HC1 2 N , Zi 100°C, pendant 1 h 

2' - L'emploi de 1 ' ac ide  chlorhydrique est à r e j e t e r  lorsque les os ides 

contiennent des cétoses .  

3" - Toutefois ,  corne dans l e  cas  de l 'hydrolyse  sul fur ique ,  il n ' e x i s t e  

pas de procédé général  d'hydrolyse chlorhydrique et  il est n6cessaire,  

comme l e  préconisent MONTREUIL (145), MICHON et BOURRILLON ( 146a) et  GOT, 

BOURRILLON et MICHON (146b) ,d tef fec tuer  syst4matiquement, l o r s  de l ' 6 tude  

de l a  composition d 'osides ou de glycoprotides en oses neut res  une 

c iné t ique  de 1 'hydrolyse de ces  composés avec d i f  férentes  concentrat  ions 
4 en ac ide  e t  pendant des temps va r i ab les ,  jusqu'à obteni r  des va leurs  

maximales de l a  composition en oses (Fig. ; p. 58 1, On hydrolyre, 

par  exemple, avec des ac ides  chlorhydriques 1 N e t  2 N pendent des temps 

échelonnés jusqu'à 2 h et à 100°C, en é v i t a n t  d ' u t i l i s e r  des tenpéra tures  

supérieures q u i  apportent  un r i sque  d 'épimérisat ion (vo i r  p. 34 1. 
La f igure  16 (p. 58) i l l u s t r e  l e  procédé u t i l i s é  au l abora to i re .  Il s ' a g i t  

d'une app l i ca t ion  l'ovomucoïde du mode opéra to i re  précédent. On v o i t  

que, pour une concentrat ion en ac ide  chlorhydrique 1 N ,  2 h son t  nécessai-  

r e s  pour ob ten i r  l a  l i b é r a t i o n  t o t a l e  des oses neutres e t  l a  d i s p a r i t i o n  

des taches de f a i b l e  v i t e s s e  de migrat ion,  témoins de l a  presence d 'osides 

e t  d'une hydrolyse incomplète. En out re ,  le  dosage chromatographique des 

oses neutres présents  dans l e s  d i f f é r e n t s  hydrolysats permet de t r a c e r  les 

courbes de l i b é r a t i o n  des oses. La f i g u r e  17 (p. 59) e s t ,  à c e t  égard, 

démonstrative : on v o i t  que, dans l e  cas  de l 'hydrolyse de l'ovomucozlde 

par l ' a c i d e  chlorhydrique 2 N, l e s  oses neu t res  sont  quantitativement 

l i b é r é s  au bout d'une heure. 
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MOLES 7 

Courbes de l ibérat l  

par HC1 2 N " 
matographie quant it 

Figure 17 

.on des oses au c 
, T . # .  

at ive  sur papier 

iours d'une hydralyse 

a L W  L. ~e galactose et  le  mannose ont ét6  doses par chro- 

r p.89). Les osamines ont 4td 

d4terminess par l a  mathode d8ELSON e t  MORGAN (147), modifiée par BELCHEB 

et a l .  (148). - 



6 - CONCLUSIONS GENERALES CONCERNANT L'HYDROLYSE QUANTITATIVE DES OSIDES. 

La conclus ion e s s e n t i e l l e  que nous pouvons tirer des études 

q u i  ont é t é  ef fec tuées  par  d i f f é r e n t s  auteurs  et par  nous-mêmesà propos 

de l a  l i b é r a t i o n  q u a n t i t a t i v e  des oses neutres cons t i tuant  l e s  osides 

l i b r e s  ou conjugués (glycannes des glycoprotides)  e s t  q u ' i l  n ' e x i s t e  pas 

de procédé général  d 'hydrolyse q u a n t i t a t i v e  des os ides c a r  les condit ions 

à appliquer dépendent de nombreux fac teur s  (vo i r  p. 30 ) e t ,  en p a r t i -  

c u l i e r ,  de la nature  des oses e t  de l a  s t r u c t u r e  de l ' o s ide .  La nature  de 

l ' agent  d'hydrolyse, s a  concentrat ion e t  l a  durée de son a c t i o n  devront 

donc ê t r e  dgterminées pour chaque cas  p a r t i c u l i e r :  

le - On c h o i s i r a  l ' agen t  d'hydrolyse en se fondant s u r  l e s  principes 

généraux suivants  : 

a - Dans l a  p lupar t  des cas ,  l ' a c i d e  chlorhydrique représente  

l 'agent  d'hydrolyse de choix dont l ' e f f i c a c i t é  e s t  supérieure à c e l l e  de 

l ' a c i d e  sul fur ique .  Il r é a l i s e  généralement l a  l i b é r a t i o n  q u a n t i t a t i v e  des 

oses neut res .  

b - L'acide  chlorhydrique convient parfaitement à l 'hydrolyse 

des l i a i s o n s  "pentosyl" à l a  condit ion de ne pas dépasser la  concentrati-O? 
-..+ 

f : ' 8  

. . 
. /  ; 

c - Les cé toses  é t a n t  t r è s  sens ib les  à l ' a c t i o n  de l ' a c i d e  

chlorhydrique, l 'emploi  de c e l u i - c i  e s t  à r e j e t e r  lorsque des cé toses  

sont  présents  dans des molécules d 'osides.  On u t i l i s e r a  de préférence 

des so lu t ions  d i luées  d 'ac ide  su l fu r ique  (S04 H2 0 , l  à 0,5 N) et les i, - 
',, - . l  
- L  J.. 

hydrolyses seront  ef fec tuées ,  en t i r a n t  p a r t i  de l a  grande l a b i l i t é  des 

l i a i s o n s  cé tosy l ,  pendant des temps tres cour t s  e t ,  dans c e r t a i n s  cas  

favorables, à des températures in fé r i eu res  à 100°C. 
Z! 

d - L'emploi des r é s ines  polystyrgne-sulfonées est à r e j e t e r  

c a r  l 'hydrolyse  e s t  incomplète e t  e l le  conduit toujours à des m5langes 

complexes renfermant des oses et une proport icn t r 6 s  importante d 'ol igo- 

s ides .  L 'appl ica t ion  de c e  procédé expose donc B de graves causes d ' e r reu r  

puisque l a  l i b é r a t i o n  de c e r t a i n s  oses est p r é f é r e n t i e l l e  ( v o i r  p. 30 ). 



2' - En second l i e u ,  on d tud ie ra  l a  s t a b i l i t k  des oses cons t i tuan t  l ' o s i d e  

vis-à-vis de d ivers  agents d'hydrolyse u t i l i s é s  à d i f f é r e n t e s  concentxa- 

t ibns  e t  pendant des temps va r i ab les .  La température n'excédera pas 100°C 

pour é v i t e r  des épim6risat ions. 

En c e  q u i  concerne l e s  oses cons t i tuan t  de nombreux osides 

l i b r e s  et  conjugués e t ,  en p a r t i c u l i e r ,  l e s  glycoprot ides d 'o r ig ine  

animale (galactose,  glucose, mannose, fucose) , nous pouvons af f i rmer  qu ' ils 

sont  s t a b l e s  à 100°C dans' les condit ions suivantes : 

S04 H2 2 N pendant 6 h 

HC1 1 N pendant 4 h 

HC1 2 N pendant 2 h. 

3' - Quel que s o i t  l ' agent  d'hydrolyse u t i l i s é ,  l a  duree de son ac t ion  

devra ê t r e  d é t e m i n e e  en e tud ian t ,  d'une maniore c iné t ique ,  l a  l i b é r a t i o n  

des oses  neut res  q u i  cons t i tuen t  l ' o s i d e  ou l e  glycoprotide. 

4' - Pour é v i t e r  les réac t ions  de t r ansosy la t ion  (vo i r  p .  35 ) l a  

concentrat ion des oses to taux dans l e s  hydrolysats  ne  d o i t  pas excéder 

1 g p. 100 m l .  

5" - Les nombreux r é s u l t a t s  q u i  ont  é té  obtenus au l a b o r a t o i r e  à propos 

de l a  détermination de l a  composition molaire en oses neut res  de d ivers  

glycoprot kdes nous ont condui ts  à adopter 1 'acide chlorhydrique comme 

agent d'hydrolyse e t  à met t re  au point  l e  mode opéra to i re  suivant  : 

Une q u a n t i t é  déterminée d 'os ide ou de mucoYde e s t  i n t r o d u i t e  

dans un tube avec un volume d 'ac ide  chlorhydrique 1 N ou 2 N 

t e l  que l a  concentrat ion f i n a l e  de l a  so lu t ion  n'excède pas 0,5 

p.iOO de glucides to taux e t  1 p. 100 de protéines dont l e  pouvoir 

tampon est négligeable B c e  taux. L e  tube, bouchd hermdtiquement, 

est maintenu au bain-marie bou i l l an t  pendant des temps va r i an t  de 

1 à 2 heures. Après refroidissement,  l 'hydrolysa t  est d i l u é  au 

t r i p l e  du volume i n i t i a l  e t  f i l t r é .  Le f i l t r e  est lavé soigneuse- 

ment e t  l e s  eaux de lavage sont  j o i n t e s  au f i l t r a t  precédent q u i  

est ensu i t e  complété à un volume t e l  que l a  concentrat ion ne 



i..-. -li 

dépasse pas 0,l N en ac ide  chlorhydrique. Lthydrolysat  est 

soumis à l ' ana lyse  chromatographique s u r  papier  se lon l e  mode 

opéra to i re  que nous décrivons plus loin, après avoi r  sub i  une 

p u r i f i c a t i o n  préa lable .  

11 - PURIFICATION DES HYDROLYSATS 

Les ions minéraux et organiques t roublent  les sdparat ions 

chromatographiques des oses neutres e t  provoquent l a  formation de tra2n6es.  

Il est donc indispensable de débarrasser  l e s  so lu t ions  d'os ides et de 

glycoprotides de l ' a c i d e  q u i  a  s e r v i  à hydrolyser ces  derniers  et, dans Le 

cas des glycoprotéides,  des produits  de l a  degradation de l a  f r ac t ion  

protéinique.  D e  nombreux procéd6s ont  étB proposés pour p u r i f i e r  les 

so lu t ions  glucidiques. Les uns sont  d 'appl ica t ion  générale e t  s 'adressent  

à n' importe quel  type d'hydrolyse acide ; d 'aut res ,  au cont ra i re ,  concer- 

nent s o i t  l 'hydrolyse sul fur ique ,  s o i t  l 'hydrolyse  chlorhydrique. 

GOTTSCHALK (149) a  t en té ,  sans r é s u l t a t ,  d 'améliorer l a  

méthode de chromatographie d i r e c t e  des hydrolysats  de glycoprotéides 

préconisée par GAILLARD (150) en éliminant une p a r t i e  des prot ides  par  

d ia lyse .  De même, les méthodes de "dessalage" de MALPRESS et MORRISSON 

(151) ( ex t rac t ion  des glucides par l a  pyr id ine  anhydre dans l aque l l e  n e  

s e  d issolvent  pas l e s  s e l s  minbraux) e t  de LESTER-SMITH et PAGE (152) 

( ex t rac t ion  de l ' a c i d e  par a g i t a t i o n  de l 'hydrolysa t  avec une so lu t ion  

chloroformique de tr ioctylamine) ne sont  pas s a t i s f a i s a n t e s  c a r  e l l e s  

entraPnent des pe r t e s  en g lucides .  

Dans le  cas des hydrolysats su l fur iques ,  l ' a c i d e  peut être 

él iminé par  l ' a d d i t i o n  d'eau de baryte (PARTRINE) (153) ou d'eau de  

baryte, d'bthanol e t  de charbon (WERNER e t  ODIN) (154). GOTTCHALK e t  

ADA (155) u t i l i s e n t  l e  même mode o p k a t o i r e ,  mais achevent l a  p u r i f i c a t i o n  



par un passage sur  échangeur de cations,  Toutefois, l 'élimination de l ' ac ide  

sulfur ique par l a  baryte peut in t roduire  deux causes d 'erreur : l 'une e s t  

due au r isque d'épimérisation (sPECK (156) ; SUNDMAN (157)), mais on peut 

aisément l ' i l iminer  en effectuant l a  prdcipi ta t ion sans dépasser pH 7 e t  

même pH 4 selon SUNDY! (158) ; l ' au t re ,  qu i  n e  peut ê t r e  évitée,  e s t  appor- 

t é e  par l 'absorption des glucides sur  l e s  précipi tés  formés. 

Dans l g  - c.as des hydrolysats chlorhydriques, ce r ta ins  auteurs pré- 

conisent 1 'emploi du carbonate d'argent pour éliminer 1' acide. L'application 

de ce procédé nous a permis de v é r i f i e r  qu' il ne r e a l i s a i t  pas un dessalage 

t o t a l  et, qden outre, dans l e  cas  des glycoprot6ides il n'él iminait  pas les 

produits de dégradation de nature  protéique, 

Ces dif f6rentes  méthodes ne nont donc pas sa t i s fa i san tes  e t  n'ont 

pas reçu dtappl icat  ions nmbreuses . Au contra i re ,  1 'emploi d'échangeurs d f  ions 

préconisé, dBs 1948, par PARTRIDGE (159) se répand de plus en plus e t  il a é t ~  

généralisé au laboratoire  depuis de nombreuses années (XûNTREUIL (160, 161, 

162) ; MDNTREUIL e t  SCHEPPLER (163)). Le mode opératoire e s t  l e  suivant : 

1 - CAS D'HYDROL,YSATS DE SLYCOPROTEIDES (vo i r  Addendum p. 113) 

Les hydrolysats acides sont passes successivement su r  des colonnes 

(20 mm x 250 mm) (f), d'échangeursde cations (Dowex 50 x 8 (ft) ; mesh 25-54 
?' 

forme acide) puis d'ünions (Duolite A 102 D (*) ; mesh 25-50 ; forme for- 5 - 
miate) ( M I .  L e  l iquide eff luent ,  auquel on jo in t  les eaux de lavage 

(2 B 3 f o i s  l e  volume de l 'hydrolysat), est 

(+) Ces quanti tes de rés  ines sont suff isantes  pour pu r i f i e r  1 'hydrolysat 
de 0,s g de glycoprotéide par 50 m l  d 'acide chlorhydrique 2 N. 

(ft) PARIS-LAZO, 7 rue du Cardinal Lemoine, Par is  ( 6 h e ) .  
DIAPROSIM, 107 rue E. Covell, Vitry-sur-Seine (Val-de-Marne). 

(t+t).) A l a  s u i t e  de recherches qui  s e  sont poursuivies pendant l a  rédaction 
du présent mémoire, nous avons Bté amenés à remplacer l a  forme for- 
miate par l a  forme acé ta te  pour l e s  raisons qu i  sont exposees B l a  - 
page 118, 



ensu i t e  concentré à. un volume déterminé et soumis à 1' analyse chromatogra- 

phique s u r  papier  suivant  l e s  procédés d é c r i t s  plus l o i n .  

Ce mode opéra to i re  que nous avons schématisé dans l a  f i g u r e  18 

(p. 65) pr6sente un double a v a t a g e  ; il permet, d'une pa r t ,  d 'él iminer 

l ' agent  d'hydrolyse et r é a l i s e ,  d ' a u t r e  p a r t ,  un fractionnement en 3 

groupes des glucides présents  dans l e s  hydrolysats (+) . 
1 - les oses "neutres" q u i  ne sont pas retenus par  les bchan- 

geurs d ' ions  e t  se trouvent dans l a  s o l u t i o n  e f f luen te .  Celle-ci est 

1yophilbQe ou concentrée sous v ide  B une température n'excédant pas 4ûeC 

(+ +) - 
2 - les osamines q u i  sont f ix6es, avec les p rodu i t s  de ddgra- 

da t ion  des protéines,  su r  l 'échangeur de ca t ions ,  On les déplace par  l e  

passage d e  200 m l  d 'ac ide  chlorhydrique 0 ,4  N (BOAS) (1641, exempte de 

f e r .  L'emploi de so lu t ions  amnoniacales est, en e f f e t ,  a p r o s c r i r e  c a r  l e s  

osamines, sous l a  forme de bases, sont t r è s  l a b i l e s  en mil ieu a l c a l i n  ou 

neut re  et e l l e s  ne  son t  s t a b l e s  que sous l a  forme de chlorhydrates en 

milieu ac ide  ou neu t re .  La s o l u t i o n  e f f l u e n t e  e s t  évaporde i?k s i c c i t d  sous 

v ide  il 40-W°C. Ce procédé sera d i scu té  plus lo in  dans le c h a p i t r e  réser- 

vé aux osamines. 

3 - l e s  acides uroniques q u i  sont  f ixés  s u r  l '&changeur 

d'anions et que l ' o n  déplace par  l e  passage de 50 m l  d'une s o l u t  ion  

aqueuse d 'ac ide  formique à 5 p.100 (v:v), L a  so lu t ion  e f f l u e n t e  e s t  en- 

s u i t e  évaporée à s i c c i t é  par  d i s t i l l a t i o n  sous v ide  i?k une température in- 

f é r i e u r e  B 4û6C e t  analysée se lon  l e s  modes opéra to i res  d é c r i t s  plus l o i n  

à propos des acides uroniques . 

(+) Les acides s i a l i q u e s  sont  d é t r u i t s  dans l e s  condi t ions  de 
I fhydrolyse ,  

(3. +) La so lu t ion  e f f l u e n t e  renferme une c e r t a i n e  proport ion d 'ac ide  
formique q u i  e s t  déplacé de l a  Duol i te  A 102 D par  l ' a c i d e  
chlorhydrique. 



Solut  ion glucidique ac ide  
1 

Solu t  ion  ef  fg ren te  acide 

- 
D O W E X  50 

( e t  prot ides)  

DGplacement par  HC1 0,4 N 

- Ddplacement par  HCOOH 5 p.100 (v:v) 
DUOLITE A 102 D - -I 1 

I Acides uroniques 

J. 
1 

Osamines 

Solut ion  e f f é r e n t e  neut re  : 

Oses neutres 

Osides neut res  (+) 

Lactones (*) 

Polyols  (*) 

Figure 18 

Schdma de p u r i f i c a t i o n  e t  de fractionnement des hydrolysats  ac ides  

d'os ides  s u r  des échangeurs d ' ions. 

(*) Ces composiis ne s e  t rouvent  évidemment pas dans des hydrolysats 

totaux d 'osides ou des glycoprotides.  Nous l e s  fa isons  néanmoins 

f igure r  s u r  ce schéma c a r  l e  procéd4 que nous décrivons e s t  appl icable  

a u s s i  bien à des hydrolysats de glucides qu'à des so lu t ions  glucidiques 

d 'o r ig ine  biologique. 



Ce fractionnement des g l u ~  ides  é v i t e  des causes d'  e r r e u r  dans 

1 ' ident  i f  i c a t  ion et  l e  dosage chromatographique des oses neu t res  dues à 

des superpos i t ions ,  dans c e r t a i n s  syst&mes-solvants, de  ces de rn ie r s  avec 

des 'osamines ou des acides uroniques . 
Dans l e s  condit ions expérimentales que nous avons d é c r i t e s  l a  

récupérat ion des oses  neutres est q u a n t i t a t i v e  dans les so lu t ions  e f  f lu -  

entes,  à condit ions,  tou te fo i s ,  de préparer  convenablement les r4s ines 

se lon l e  mode opéra to i re  su ivant .  

PREPARATION DES RESINES. 

Avant l eu r  emploi, l e s  échangeurs d '  ions sont  t r a i t &  se lon  

l e  mode opéra to i re  préconisé par  COHN (165) : a g i t a t i o n  pendant p lus ieurs  

heures, à l a  température du l abora to i re ,  successivement avec de  l ' eau ,  un 

mélange d'acétone, e t  d'eau (v:v) e t  de l 'acétone,  de l ' é t h e r  de pét ro le ,  

de l ' acé tone ,  un mélange d'acétone e t  d'eau (v:v),de l ' eau .  Ils son t  en- 

s u i t e  s6chés et  tamisés ( seu l s  les g ra ins  de grosseur comprise e n t r e  les 

mesh 25 et  50 sont  conservé$, puis  conver t i s  en l e u r  forme d ' u t i l i s a t i o n  : - 
forme ac ide  de l 'échangeur de ca t ions  ; forme r~rmiafe de l 'échangeur 

d'anions. 

La forme acide de l 'échangeur de ca t ions  est obtenue par  l e  

passage de  !%Cl m l  d 'ac ide  chlorhydrique 3 N (+), s u i v i e  d'un lavage soi-  

gneux à l ' e a u  d i s t i l l é e  (environ 6 l i t r e s )  jusqu'à ce que l e  pH du l iquide  

e f f luen t  a t t e i g n e  6 - 6,5. 

La forme Formiate de l'échangeur d'anions est obtenue par  l e  

passage s u r  l a  colonne (+), successivement, de 1 l i t re  de soude 3 N ,  

d'eau d i s t i l l e e  jusqu'à  c e  que l e  l iqu ide  e f f luen t  s o i t  neut re  (environ 

3 l i t r e s ) ,  d 'ac ide  formique concentre ( 3  f o i s  l e  volume de l a  r é s ine ) ,  

d'eau d i s t i l l é e  jusqu'à  ob ten i r  un pH du l iqu ide  e f f luen t  (environ 6 l i t r e s )  

vo i s in  de c e l u i  de l ' eau  de lavage. 

( + ) Ce8 quan t i t é s  concernent l e s  volumes d'&changeurs d ' ions  p réc i sés  
plus haut.  



L ' u t i l i s a t i o n  de l a  forme fo rmia te  de l 'échangeur d'anions a pour but 

d ' b v i t e r  l a  f ixa t ion ,  l ' ép im6risa t ion  e t  l a  des t ruc t ion  des oses par  l a  

r6sine.  ROSEMAN, ABELES e t  DORFMAN (166) ont  montré que des colonnes 

dtAmberlite IRA 400 e t  de Dowex 1,sous l a  forme OH ( t ra i tement  des résiiïes 

par la soude) r e t ena ien t  une f o r t e  proport ion d 'oses q u i  ne peuvent a l o r s  

ê t r e  déplac6s que par  l e  passage d'une s o l u t  ion aqueuse de ch lo ru re  de 

sodium il 10 g p.  LOO m l  (vo i r  auss i ,  YORSTON (167) ; VAJNA (168) e t  

WOOLF (169)).D'autre pa r t ,  de nombreux auteurs  ont  d6montr6 que la  passage 

ou le  s e j o u r  prolongé de  so lu t ions  d'oses s u r  des colonnes d'échangeurs 

d'anions basiques (forme OH) e n t r a î n a i t  une destruction iaiporrante de 

l'ose q u i  pouvait a t t e i n d r e  U) p .100 e t  l a  formation d 'ac ides '  l ac t ique  , 
l ac ty l - l ac t ique ,  glycolique e t  malique (voi r ,  par exemple, l e s  travaux de 

BUHLER, THOMAS, CHRISTENSEN e t  WANG (1701, de HULME (1711, de PHILLIPS e t  

POLLAR) (172) e t  de ROSEMAN, ABELES et DORFMAN (173)).  Enfin, l a  forme 

basique des échangeurs d ' anions peut provoquer des phénomenes d ' ép imérisa- 

t i o n  (BUHLER, THOMAS, CHBISTIENSEN e t  WANG (174) ; HIATT (175) ; 

REBENFELD e t  PACSU (176) ; ROSEMAN, ABELES e t  DORFMAN (177) ; SOWDEN (178); 
, - :$a ZWBAN, SATTLW, ROSENTHAL et GLAUBACH (179)). L'emploi des formes s a l i n e s  # .  , 

des ré s ines  Gchangeuses d ' ions ,  - e t  de nombreux auteurs  recorrnnandent l a  . 
forme carbonate -, permet d ' é v i t e r  l a  r é t en t ion  (BRYANT e t  OVEREU) (1801, 

l ' ép imér isa t ion  (REBENFELD et PACSU) (181) et l a  des t ruc t ion  (HULME (182) ; 

PHILLIPS et POLLARD ( 183) ) . 
2 - CAS D'HYDROLYSATS D'OSIDES. 

a - P u r i f i c a t i o n  s u r  échangeur d'anions : 

Dans le  cas p a r t i c u l i e r  des hydrolysats chlorhydriques ou 

sul fur iques  d 'os ides ,  l a  p u r i f i c a t i o n  peut ê t r e  r é a l i s é e  d'une manière 

d i f f é r e n t e .  En e f f e t ,  l 'absence de prot ides  permet d ' é v i t e r  l 'emploi  de 

l 'échangeur de ca t ions  e t  l e s  ac ides  sont  éliminés des hydrolysats  par  un 

passage s u r  l 'échangeur d'anions seu l .  Dans ces condi t ions ,  le  l iqu ide  

e f f l u e n t  con t i en t  les oses "neutres" e t  l e s  osamines sous l e u r  forme 



basique ins tab le .  Il s e r a  donc r e c u e i l l i  dans un r é c i p i e n t  contenant 

quelques gouttes  d 'ac ide  formique ou d 'ac ide  acé t ique  pour Bviter  l a  

destruc t ion des osamines. 

b - P u r i f i c a t i o n  pa r  lyoph i l i sa t ion .  

L'hydrolyse chlorhydrique des osides o f f r e  l 'avantage s u r  

1 'hydrolyse su l fu r ique  de permettre 1 'él imination de 1 'ac ide  par  lyophi l i -  

sa t ion .  En e f f e t ,  BZSERTE e t  MûSCHETTO (Communication personnelle)  ont  

démontré que 1' ac ide  chlorhydrique pouvait ê t r e  quantitativement él iminé 

de ses so lu t ions  aqueuses par  une lyoph i l i sa t ion  B -70% B condi t ion  que 

s a  concentrat ion s o i t  comprise e n t r e  0 , 4  e t  0,8 N. 

C e  procédé o f f r e  l ' avantage  d ' 8 t r e  très rapide e t  de préserver  

l a  s t a b i l i t e  des oses  et des osamines. Nous avons, en e f f e t ,  vClrifié que les 

taux de g lucides  dissous dans des so lu t ions  chlorhydriques n 'avaient  pas 

v a r i e  après  l a  lyoph i l i sa t ion  e t  que les chromatogrammes n 'avaient  r i e n  
/ 

perdu de  l e u r  q u a l i t é .  Toutefois,  c e  mode opéra to i re  n ' e s t  pas a consekl ler  

dans le cas  d'osides contenant des osamines ou des ac ides  uroniques qu i  

sont  suscep t ib les  d ' i n t e r f é r e r  avec les oses dans l e  cas  de chromatogra- 

phies ef fec tuées  a 1 ' a i d e  de sys tème-solvants .acides. 

III - IDENTIFICATION CHROMATOGRAPHIQUE DES OSES NEUTRES . 

Les d i f f é r e n t s  types de chromatographie sont  appl icables  à 

1 ' ident  i f  i c a t  ion des oses neut res  : 

A - Chromatographie s u r  papier  

B - Chromatographie s u r  couche mince 

C - Chromatographie en colonne 

D - Chromatographie en phase gazeuse . 
Pour chacun de ces  groupes nous décrirons l e s  p r inc ipa les  

méthodes de  sépara t ion  de révé la t  ion e t  d' i d e n t i f i c a t i o n  des oses neut res  

en nous in té ressan t  principalement aux cons t i tuan t s  des glycoprotides.  



A - CHROMATOGRAPHIE SUR PAPIER DES 
- - - -  

OSES NEUTRES 

1 - SYSTEMES-SOLVANTS 

D e  tr&s nombreux procédés de s é p a r a t i o n  des  oses  n e u t r e s  par  

chromatographie s u r  pap i e r  on t  été d é c r i t s  q u i  d i f f e r e n t  essen t ie l lement  

par  l a  composition des systèmes-solvants  u t i l i s é s  et par  l a  n a t u r e  du 

pap ie r  employé. A l a  s u i t e  d 'une é tude  c r i t i q u e  systématique,  e n t r e p r i s e  

au l a b o r a t o i r e  depuis  p l u s i e u r s  années e t  que nous avons poursu iv ie ,  on 

peut conc lure  que, dans l e  c a s  p a r t i c u l i e r  des g lycopro té ides  animaux, 

les problèmes d ' i d e n t i f i c a t i o n  et de  dosage des oses  neu t r e s  c o n s t i t u a n t  

l a  f r a c t i o n  glycannique peuvent ê t r e  r6 so lus  à l ' a i d e  de deux systemes- 

so lvan t s  seulement dont l ' emp lo i  combiné permet de  s é p a r e r  l e  ga l ac to se ,  

l e  glucose,  le  mannose, l e  xylose,  l e  fucose, e t ,  éventuel lement ,  l a  N- 

acétyl-glucosamine. 

Il s ' a g i t  des sys  tèmes-solvants su ivan t s  : 

a )  n-butanol lac ide  acé t ique /eau  ( 4  : 1 : 5) (PARTRIDGE) (184).  

Après une a g i t a t i o n  énergique dans une ampoule à décanter ,  

s u i v i e  d ' un  repos d e  15  minutes ,  l a  phase i n f é r i e u r e  (phase de s a t u r a t i o n )  

est r e c u e i l l i e  pa r  décan ta t i on  e t  i n t r o d u i t e  dans l a  cuve à chromatographie; 

l a  phase supé r i eu re  (phase mobile) ,  généralement t r o u b l e ,  est addi t ionnée  

d 'un mélange de n-butanol lac ide  acé t ique  ( 4 : l )  (v:v)  jusqu 'à  c e  que 

l e  l i q u i d e  devienne l impide.  On é v i t e  a i n s i  l a  démixion du systèc.--solvant 

au cours  de  l a  chromatographie.  

La chromatographie est e f f e c t u é e  pendant 24 heures  s u r  papie r  

Whatman no 1 ou mieux, pendant 48 à 72 heures,  s u r  p a p i e r  Whatman n o  3. 

Ce systgme-solvant donne d ' e x c e l l e n t e s  r é s o l u t i o n s  des mélanges su ivan t s  : 

g a l a c t o s e  (ou g lucose) ,  mannose (ou f ruc tose )  , xylose  (ou N-acétylgluco- 

samine), fucose.  Dans l e  c a s  de l ' a n a l y s e  d ' hyd ro lysa t s  de g lycopro té ides ,  

il possède l e  désavantage de  ne  pas s épa re r  par fa i tement  l e  g a l a c t o s e  du 

g lucose  (F ig .  19; p. 70 ) .  Cependant nous avons observé que 





piI*'. j;545?-7-u : ' : c e t t e  d i s c r imina t ion  pouvai t  3tre obtenue en employant du pap ie r  Schle icher  
.7 r , . , - '4 - .  

i- - ,,:'<,' 
:>-* . . - . . 'Schüll  2040 b (durée de l a  chromatographie 48 h)  (Fig.  lg;p.  10 .). ' * * ,  ' . .. I 

- *  . . t ' 

2 , -  ,. # 

', vt . b) ~ y r i d i n e / a c é t a t e  d t é thy l e / eau  (1: 2: 2) (JERMYN et ISHERWOOD) (185) .- 
Après une a g i t a t i o n  énerg iq  

i n t r o d u i t  dans l a  cuve de chromatographie (+) et ~ o n s t i t u e  l a  "p tdse  

s a tu ran t e " .  Après décanta t ion ,  l a  phase supLr ieure  ( phase mobile  ) est '7 &Y 
r e c u e i l l i e  e t ,  pour les nêmeç r a i s o n s  que précédemment, e l l e  est légsremer 

"désatur6en p a r  1 ' a d d i t  ion  d'une f a i b l e  q u a n t i t é  du mélange py r id ine /  ..<%: 
a c é t a t e  d ' é t h y l e  ( i : 2 ) .  La chromatographie est r é a l i s E e  pendant 24 heures  ql -;:j;j 
s u r  pap ie r  Whatman no  1 ou penàant 8 à 10 h s u r  papie r  Sch le i che r  e t  

Schü l l  2040 b. On o b t i e n t ,  de c e t t e  manière,  d ' e x c e l l e n t e s  s é p a r a t i o n s  du 

ga l ac to se ,  du glucose,  du mannose, du fuco re  et du rhamnose. Tou te fo i s ,  l e  

xylose,  l e  fucose  et l a  N-acétylglucosanine possèdent l e  même comportement 
. -. 

chromatographique. (F ig  . 19 ; p. 70 ) . , - - .- 
Les systemes-solvants py r id in iques  pr6senten t  l e  désavantag 

k 
de " t a s se r "  les taches  des oses  les unes s u r  les a u t r e s  e t  de  f o u r n i r  z3 

d 
des "spec t res  chromatographiques" =oins  é t a l é s  que ceux que  donne l e  2 

Cb 

systsme-solvant de PARTRIDGE. C e  " tassage" des  taches s ' accentue par&& 

exagérément et il est a l o r s  n é c e s s a i r e  de ne t toye r  par fa i tement  l a  cuv 8 
de  chromatographie.  

Nota. De nombreuses v a r i a n t e s  de l a  composition des systèmes-solvants  on t  1 - 
Bté proposées.  E l l e s  n ' appor t en t  aucune amél iora t ion  à l a  q u a l i t é  de s  , . ,!:_I--, ,&:- 

.\:. - 
sepa ra t i ons  . Nous s igna l e rons  t o u t e f o i s ,  les sy r  t?x:es-solvants propos69 -3 

b i  

pa r  BOURRILLON (186) e t  pa r  BûURRILLON et  MICHON (187) q u i ,  en une .': ;i~% 
, ,* *<,& 

opéra t ion ,  permet ten t  de s épa re r ,  s u r  pap i e r  Schle icher  et Schü l l  2043b ~. J.;-$$ 
l ave  aux ac ides ,  les ac ides  N-glycolyl- e t  N-act5tylneuraminiques, la17.i . 

s 
galactosamine, la  glucosaminc, l e  ga l ac to se ,  l e  glucose, l e  mannose e t  l e  1 

- - 

(f) Le système-solvant de JERMYN et ISHERWOOD ne  peut être u t i l i s é  que 

dans des cuves de chromatographie en t  i 
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fwoe9, La compos it ion de  ces. ~ sy9 t&mas - sa ivan~s  est l a  miivssrb . : +*. : " . . 

a )  n - b ~ t a n o l / ~ y r i d i n e / ~ ~ l  0 , l  N (5: 3:2) 

b) a l c o o l  i ~ o - a m y l i ~ u e / ~ ~ r i d i n e / ~ ~ l  0 , l  N (4:4:2) 

2  - REVELATION DES OSES NEUTRES 

D e  nombreux r é a c t i f s  de r é v é l a t i o n  des oses  neu t r e s  p réa l ab l e -  

ment separés  pa r  chromatographie s u r  pap i e r  on t  é t é  d é c r i t s .  La p l u p a r t  -,a 
met ten t  à p r o f i t  les p r o p r i é t é s  r é d u c t r i c e s  des oses ,  d ' a u t r e s  l a  p résence  ' 

de fonc t ions  a -g lycol iques ,  d ' a u t r e s  encore l a  format ion, en mi l i eu  

ac ide ,  de dér ivés  du f u r f u r a l  q u i  donnent des composés c o l o r é s  pa r  conden- 

s a t i o n  avec des amines ou avec des phénols .  Ils peuvent ê t r e  c l a s s é s  en . . 

r é a c t i f s  généraux et en r é a c t i f s  spéc i f i ques .  .- 
Des c e n t a i n e s  de r é a c t i f s  de r é v é l a t i o n  des g luc ides  o n t  é t 4  

d é c r i t s  dont un grand nombre dér ivent  les uns des a u t r e s  pa r  de l é g è r e s  

modi f ica t ions  dans l a  composition des s o l u t i o n s  (+). Depuis p lu s  de  

qu inze  ans,  l a  ques t i on  a  6 t é  s u i v i e  de très près  au l a b o r a t o i r e  et la  

p l u p a r t  des r é v é l a t e u r s  propos&.sont é t é  essayées  du double po in t  de  vue 

de  l a  s e n s i b i l i t é  e t  de l a  s p é c i f i c i t é .  Nous avons nous-même pour su iv i  

c e t t e  é tude  c r i t i q u e  systématique et ,  de  l 'ensemble des r é s u l t a t s  q u i  on t  

6 t é  accumulés, nous avons r e t enu  un très p e t i t  nombre de r é a c t i f s  dont  

l ' emp lo i  combiné nous a  permis,  jusqu 'à  p ré sen t ,  de  résoudre  tous les 

problèmes de r é v é l a t i o n  des oses  q u i  s e  son t  p r é sen t é s  au l a b o r a t o i r e .  

En o u t r e ,  c e s  r é a c t i f s  son t  de l o i n  les p lus  u t i l i s é s  pa r  l e s  chercheurs .  

Il s ' a g i t  : 

1 - de  t r o i s  r 6 a c t i f s  non spéc i f i ques  : 

a - l e  r é a c t i f  au n i t r a t e  d ' a r g e n t  de TREVELYAN et a l .  (188) 

(f) v o i r  à c e  s u j e t ,  l e s  revues généra les  de i)ZùC?JI)EK ( 1 ; ~ a )  ; LEDERER e t  

HGUGH (188f) ; 



b - l e  r é a c t i f  au c h l o r u r e  de t r i phény l t e t r azo l ium de  

WALLENFELS (189) 

c  - le  r é a c t i f  à l ' o x a l a t e  d ' a n i l i n e  de PARTRIDGE (190) 

2 - de  t r o i s  r é a c t i f s  spéc i f i ques  des c é t o s e s  : 

a  - l e  r é a c t i f  à l ' u r é e  ch lorhydr ique  de  DEDONDER (191) 

b - le  r é a c t i f  â l ' o r c i n o l  t r i c h l o r a c é t i q u e  de  KLEVSTRAND et 

NORDAL (192) 

c - l e  r é a c t i f  à l ' a c i d e  t h i o b a r b i t u r i q u e  de PERCHERON (193) 

3 - du r é a c t i f  d e  FLEURY, COURTOIS e t  MALANGEAU (194) s p é c i f i q u e  des 

i n o s i t o l s  . 
Nous nous l im i t e rons  donc à l a  d e s c r i p t i o n  des méthodes de 

r é v é l a t i o n  fondées s u r  l ' emplo i  de  ce s  r é a c t i f s .  

1' - REACTIFS NON SPECIFIQUES DE REVELATION DES GLUCIDES 

a  - Réac t i f  au n i t r a t e  d ' a rgen t  de TREVELYAN et a l .  (195) 

D e  nombreux r é a c t i f s  de  r é v é l a t i o n  des oses ,  fondés s u r  l a  

r éduc t ion  du n i t r a t e  d ' a rgent  en mi l i eu  a l c a l i n ,  ont é t é  d é c r i t s .  Les 

r é a c t i f s  aqueux au n i t r a t e  d ' a rgen t  ammoniacal dé r ivés  de  c e l u i  de 

PARTRIDGE (196) son t  re la t ivement  peu s e n s i b l e s  e t  provoquent un brunisse-  1 
ment important des chromatogrammes. Ces inconvénients  d i s p a r a i s s e n t  en 

remplaçant l'ammoniaque par  de l a  soude (BOGGS et a l . )  (197).  

TREVELYAN e t  a l .  (198) on t  pe r f ec t i onné  l e  procédé en remplaçant l ' e a u  

par  de  l ' a c é t o n e .  On é v i t e  a i n s i  l a  p u l v é r i s a t i o n  du r é a c t i f  q u i  est 

remplacé pa r  un trempage des chromatogrammes. Le mode o p é r a t o i r e  n é c e s s i t e  

l ' emp lo i  succes s i f  de deux s o l u t i o n s  : 
I 

So lu t i on  A : So lu t ion  aqueuse s a t u r é e  de n i t r a t e  d ' a rgen t  1 m l  

Acétone 200 m l  

D e  l ' e a u  d i s t i l l é e  est a j o u t é e  g o u t t e  a g o u t t e  en q u a n t i t é  j u s t e  

su£ f i s a n t e  pour r ed i s soudre  l e  p r é c i p i t é  formé. 



So lu t ion  B : S o l u t i o n  aqueuse de soude à 40 g p. 100 m l  

Ethanol a 95" 

~e chromatogramme, préalablement  shché, e s t  imbibé pa r  

trempage dans l a  s o l u t i o n  A et il est maintenu à l ' o b s c u r i t é  pendant 10 

à 15 minutes a la  température  du l a b o r a t o i r e .  Il est e n s u i t e  rapidement 

passé  dans l a  s o l u t i o n  B. L'emplacement des oses  est immédiatement marqué 

par  l ' a p p a r i t i o n  d e  taches  no i r e s  s u r  un fond très légèrement brun. 

Lorsqu'on es t ime que l a  r é a c t i o n  est terminée,  l e  chromatogramme est f i x é  

pendant 10 a 15  minutes dans l'ammoniaque 2 N ou dans une s o l u t i o n  aqueuse 

d ' h y p o s u l f i t e  de sodium à 10 g p. 100 m l  dont on é l imine  l ' e x c è s  pa r  un 

lavage  soigneux h 1 'eau d i s t i l l é e .  

La r é a c t i o n  est t r è s  s e n s i b l e  p u i s q u ' e l l e  permet de r é v é l e r  - 
des q u a n t i t é s  d ' o se s  de l ' o r d r e  du microgramme, mais e l le  n ' e s t  paç 

s p é c i f i q u e  des o s e s  n e u t r e s .  En e f f e t ,  e l l e  e s t  p o s i t i v e  avec t o u t e s  les 

subs tances  r é d u c t r i c e s  et a u s s i  avec des composés polyhydroxylés non 

réduc teurs  comme les po lyo l s  dér ivés  des oses ,  les c y c l i t o l s ,  l e s  a c i d e s  

a ldoniques e t  les osides-os  i de s .  

Nota. Ce r t a in s  i ons  minéraux, comme les c h l o r u r e s ,  t r o u b l e n t  p lu s  ou - 
moins profondément la  r é v é l a t i o n .  D 'au t res ,  comme l e s  bora tes ,  1 ' i nh iben t  

complètement, probablement en bloquant de nombreuses fonc t ions  g l y c o l s  des 

oses  (IVANOV e t  SOKOVA) ( 199 1. La r é v 6 l a t i o n  p a r  l e  n i t r a t e  d ' a rgen t  

des composés g luc id iques  sBparés par chromatographie ou pa r  é l ec t rophorèse  

e f f e c t u é e s  avec des s o l u t i o n s  bora tées  e s t  donc impossible  et il est 

n é c e s s a i r e  de t r a i t e r  préalablement les chromatogrammes ou les é l e c t r o -  

phorégramnes de  manière à l e v e r  l ' i n h i b i t i o n  de l a  r é v é l a t i o n  provoquée 

par  l e  bora te .  Le procédé de  BRITTON (200) nous p a r a î t ,  B c e t  6gard, l e  

p lus  s a t i s f a i s a n t .  Le mode o p é r a t o i r e  est l e  su ivan t  : 

Le chromatogramme ou l 'électrophorégramme, préalablement 

séché, est trempé dans une s o l u t i o n  obtenue en mélangeant 

1 à 4 volumes ( su ivan t  la  concen t r a t i on  en b o r a t e  du système- 

so lvan t  ou du tampon d ' é l ec t rophorèse  u t i l i s é )  d 'une s o l u t i o n  



aqueuse d ' a c i d e  f luorhydr ique  à 40 p.100 (v:v) et  40 volumes 

d 'acétone.  Après séchage pendant 5 à 10 minutes a l a  tempéra- 

t u r e  du l a b o r a t o i r e ,  l a  r é v é l a t i o n  est e f f e c t u é e  su ivant  l e  

procédé de  TREVELYAN et  a l  d é c r i t  p l u s  haut .  

b - Réac t i f  au c h l o r u r e  de t r i phény l t é t r azo l ium d e  WALLENFELS (201) 

Le c h l o r u r e  de 2,3,5-triphényltétrazolium est r é d u i t  en 

m i l i e u  a l c a l i n  par  les oses  en triphényl-formazan de c o l o r a t i o n  rouge, B 

l a  cond i t i on  que ceux-ci  p r é sen t en t  une isomérie  1 ,2-énediol ,  La r é a c t i o n  

est donc néga t ive  avec les 2-désoxyaldoses e t  les 2-O-méthyl-aldoses (+). 
WALLENFELS (202) a d é c r i t  un e x c e l l e n t  procédé de r é v é l a t i o n  des o se s  à 

l ' a i d e  d 'un  r é a c t i f  au 2,3,5- t r i phény l t é t r azo l ium dont l e  mode o p e r a t o i r e  

est l e  s u i v a n t  : 

Le papier  s éché  est imprégné par  p u l v é r i s a t i o n  d'une s o l u t i o n  

préparée extemporandment en mélangeant à volumes égaux une 

s o l u t i o n  aqueuse de c h l o r u r e  de 2,3,5-triphényltétrazolium à 

2 g p.100 m l  e t  une s o l u t i o n  aqueuse de soude 1 N. Le déve- 

loppement de  l a  c o l o r a t i o n  e s t  e f f e c t u é  en maintenant l e  p a p i e r  

pendant 20 minutes  environ a 70°C dans une atmosphère s a t u r é e  

de  vapeur d 'eau .  La s e n s i b i l i t é  de l a  méthode a t t e i n t  1 à 2 pg. 

Des mod i f i ca t i ons  à l a  méthode o r i g i n a l e  de WALLENFELS o n t  é té  

proposées p a r  d i f f é r e n t s  au t eu r s  sans  appor te r  d ' amé l io ra t i on  s e n s i b l e  à 

ses performances. Par  exemple, TREVELYAN e t  a l .  (203) préconisen t  l ' emp lo i  

d 'une  s o l u t i o n  chloroformique de c h l o r u r e  de 2,3,5-triphényltétrazolium à 

0 , 5  g p. 100 m l  et d 'une  s o l u t i o n  é thanol ique  de soude 0 ,2  N .  Selon BACON 

(204) et AVIGAD, ZELIKSON e t  HESTRIN (205), 1 ' emploi du 2,s-diphényl-3- 

(4-styrylphény1)-tétrazolium r e n d r a i t  l a  r é a c t i o n  p lus  s e n s i b l e ,  mais nous 

n'avons pas v é r i f i 6  c e t t e  a f f i rma t ion .  

(f) Et avec les os ides-os ides  et avec l e s  osides-oses  s u b s t i t u é s  s u r  l e  

carbone 2 de l ' o s e  r éduc t eu r  t e rmina l .  



c - Rgac t i f s  aux sels d ' a n i l i n e  

L'emploi des sels d ' a n i l i n e  comme agents  de r é v é l a t i o n  des  

g luc ides  a été i n t r o d u i t ,  en 1949, pa r  PARTRIDGE (206) q u i  u t i l i s a i t  l e  

p h t a l a t e  d ' a n i l i n e .  Un peu p l u s  t a r d ,  l e  même au t eu r  (207) préconisa  

l ' emplo i  de l ' o x a l a t e  d ' a n i l i n e .  Depuis, de  nombreux r é a c t i f s  on t  é t é  

d é c r i t s  q u i  d i f f è r e n t  par  l a  n a t u r e  de l ' a c i d e  d e s t i n é  A t ransformer  les 

oses  en dé r ivés  du f u r f u r a l  : ac ides  c i t r i q u e ,  phosphorique, acé t ique ,  

t r i c h l o r a c é t i q u e ,  malique. Dans tous  l e s  c a s ,  l e s  chromatogrammes ou les 

électrophorégrammes s o n t  imprégnés du r é a c t i f  p a r  p u l v é r i s a t i o n  e t  mainte- 

nus à 100-105°C pendant des temps v a r i a n t  de 10 à 15  minutes.  En géné ra l ,  

les c o l o r a t i o n s  obtenues son t  les su ivan te s  : brunes avec les aldohexoses,  

r o se s  avec les aldopentoses ,  brun-verdâtre  avec les 6-désoxyhexoses. Les 

c é t o s e s  donnent peu ou pas de  c o l o r a t i o n .  D e  nombreux o l i g o s i d e s  r é a g i s -  

s e n t  avec l e s  sels d ' a n i l i n e ,  en généra l ,  p l u s  d i f f i c i l e m e n t  et il est 

néces sa i r e ,  pour les r é v é l e r ,  d'augmenter sensiblement  l e  temps de chauf fa -  

ge  * 

Pour l e s  oses ,  l a  s e n s i b i l i t é  est généralement de  l ' o r d r e  de 

quelques microgrammes. E l l e  e s t  considérablement augmentée par  l ' obse rva -  

t i o n  des  taches  en lumière  de  WOOD : on peu t ,  en e f f e t ,  c a r a c t é r i s e r  j u squ ' à  

0,5 pg de  glucose.  En ou t r e ,  les taches données pa r  les aldohexoses,  les 

6-désoxyhexoses e t  les os ides  donnent des f luorescences  ou des c o l o r a t i o n s  

c a r a c t é r i s t i q u e s .  

Nous avons e f f e c t u e  une é tude  comparative des r é a c t i f s  aux 

sels d ' a n i l i n e  les p lus  couramment u t i l i s é s  en nous a t t a c h a n t  p l u s  p a r t i c u -  

l ièrement  à l a  s e n s i b i l i t é  e t  à l a  s p é c i f i c i t é  des c o l o r a t i o n s  obtenues.  

Nous avons employé les r é a c t i f s  su ivan t s  : 

1 
- Réac t i f  au p h t a l a t e  d ' a n i l i n e  de PARTRIDGE (208) 

Ani1 i n e  

Acide Q -phta1 ique 

n-butanol s a t u r é  d 'eau 

0993 g, 

1J66 g 

qsp 100 m l  



- Réact i f  à l ' o x a l a t e  d ' a n i l i n e  d e  PARTRIDGE (209) 

Solu t ion  d ' a n i l i n e  dans l ' é t h a n o l  absolu à 2 p.100 (v:v) 2 vol .  

Solu t ion  aqueuse d ' a c i d e  oxa l ique  B 2,5  p.100 (p:v) 3 v o l .  

- Réact i f  au c i t r a t e  d ' a n i l i n e  de  WHITE et HESS (210) 

Solu t ion  d ' a n i l i n e  dans l ' é t h a n o l  absolu B 2 p.100 (v:v)  1 vol .  

Solu t ion  aqueuse d ' a c i d e  c i t r i q u e  0 , 2  M 1 v o l .  

- Réact i f  au phosphate d ' a n i l i n e  de HOUGH, JONES et WADMAN (211) mod i f i é  

par FRAHN e t  MILLS (212) o,cc? c-4 4 , 0 2  ~e t p o  
Solu t ion  d ' a n i l i n e  0,075 M e t  d ' a c i d e  phosphorique 0 , 1 5  M dans 

du n-butanol contenant  12 p.100 d 'eau.  .tc a 4 

- Rdac t i f s  au t r i c h l o r a c é t a t e  d ' a n i l i n e .  

a  - de  HOUGH, JONES e t  WADMAN (213) 

Solu t ion  à 2,s p.100 de t r i c h l o r a c e t a t e  d ' a n i l i n e  dans 1 ' a c i d e  

acé t ique  g l a c i a l .  

b  - de GEE e t  Mc CREADY (214) 

Ani l ine  

Ac ide  t r i c h l o r a c é t  igue 

Acétate  d ' é t h y l e  

Discussion des r é s u l t a t s .  

2  f3 

2 g 

qsp  100 m l  

Les r é s u l t a t s  que nous avons obtenus au cours  de l ' é t u d e  c r i t i -  1 
que que nous avons e f f e c t u é e  propos des d i f f é r e n t s  r é a c t i f s  aux s e l s  

d ' a n i l i n e  et les conclusions auxquel les  nous sonnnes parvenus sont  les 

su ivan t s  : 

1 - Le r 6 a c t i f  au p h t a l a t e  d ' a n i l i n e  e s t  à rejeter c a r ,  d e  tous  les sels 

d ' a n i l i n e ,  il e s t  l e  moins s e n s i b l e .  En ou t r e ,  l e s  t e i n t e s  obtenues poesè- 

dent  des t ons  p a s t e l s  assez  uniformes q u i  rendent d i f f i c i l e  l a  d i scr imina-  

t i o n  e n t r e  l e s  oses  fondée s u r  des d i f f6 rences  d e  co lo ra t ion .  Enfin,  les 

os ides  son t  peu ou pas r évé l é s  par  l e  p h t a l a t e  d ' a n i l i n e .  Ce comportement 

i n t r o d u i t  une cause d ' e r r e u r  dans l a  chromatographie q u a n t i t a t i v e  des  o s e s  



présen t s  dans des hydro lysa ts  c a r  l ' u t i l i s a t e u r  n e  pourra  pas v é r i f i e r  

s i  l 'hydro lyse  a c i d e  d'un o s i d e  ou d'un g lycopro t ide  a  é t 6  t o t a l e .  

Il expl ique,  en o u t r e ,  comment l e s  au t eu r s  q u i  employaient l e  

p h t a l a t e  d ' a n i l i n e  pour r é v é l e r  l e s  chromatogranmnes d 'hydro lysa ts  s u r  des  

g lycopro té ides  e f f e c t u é s  avec des r é s i n e s  polystyrène-sulfonées n ' o n t  pas 

pu observer  que l ' hyd ro lyse  é t a i t  incomplete et ont  obtenu des compositions 

mola i res  en oses  neu t r e s  e r ronées .  

2  - Les r é a c t i f s  au c i t r a t e  e t  au t r i c h l o r a c é t a t e  d ' a n i l i n e  donnent d e  

bons r é s u l t a t s  : l a  s e n s i b i l i t é  est augmentée, les d i f f é rences  de co lo ra -  

t i o n s  e n t r e  l e s  o s e s  son t  p lus  n e t t e s  et l e  fond du pap ie r  e s t  moins c o l o r é  

que dans l e  cas  précgdent .  

3 - Les r é a c t i f s  au phosphate d ' a n i l i n e  de HOUGH, JONES et WADMAN (215) e t  

à l ' o x a l a t e  d ' a n i l i n e  de  PARTRIDGE (216) sont  de  l o i n  l e s  p lus  s a t i s f a i -  

s a n t s .  Ils sont  tres s e n s i b l e s  puisque 1 à 2 pg d ' o se  donnent une t ache  

nettement v i s i b l e  (0,5 pg en lumière de WOOD). Les aldohexoses,  d 'une  p a r t ,  

l e s  aldopentoses d ' a u t r e  p a r t ,  les 6-désoxyhexoses en f in ,  donnent des co lo-  

r a t i o n s  t r è s  net tement  d i f f é r e n t e s ,  respectivement brun chocola t ,  r o s e  

e t  brun-jaunâtre .  En o u t r e ,  l e s  o s ides  son t  t r è s  faci lement  m i s  en évidence 

e t ,  comme nous l ' avons  précédemment s i g n a l é  ( v o i r  p. 57 e t  p. 61 ) l e u r  

absence s u r  l e s  chromatogrames q u a n t i t a t i f s  d 'hydro lysa ts  d 'os ides  l i b r e s  

ou conjugués e s t  un c r i t 5 r e  d 'hydrolyse complète d e  ces  d e r n i e r s .  

Nota. D e  nombreux au teu r s  emploient des r é a c t i f s  B l a  p .an is id ine ,  à l a  - 
benzidine ou à l a  diphénylamine. Leur u t i l i s a t i o n  n e  nous p a r a î t  pas  

s a t i s f a i s a n t e .  En e f f e t ,  l e u r  s e n s i b i l i t é  n ' e s t  pas supé r i eu re  à c e l l e  des  

r é a c t i f s  précédents  e t  l e u r  s p é c i f i c i t é  e s t  pratiquement n u l l e ,  tous l e s  

oses  donnant l a  même c o l o r a t i o n  (+). En ou t r e ,  l ' a p p l i c a t i o n  des r é a c t i o n s  

- - -- - - - -- 

(+) L'emploi des r é a c t i f s  à l a  benzidine e t  B l a  diphénylamine e s t  cependant 
prec ieux  dans l e  cas  de l a  r é v é l a t i o n  d ' o s ides  c a r  i l s  donnent des 
co lo ra t ions  s p é c i f i q u e s  des po in t s  d ' a t t a c h e  1 ,2  - 1 , 3  - 1,4.  



7q à la  benzidine e t  a l a  diphénylamine e s t  dangereuse c a r  c e s  substances sont  -.  

cancérigènes.  Toutefo is ,  nous croyons u t i l e  de  donner l a  composition e t  l e s  

modal i tés  de l ' u t i l i s a t i o n  des r é a c t i f s  à l a  p - a n i s i d i n e  e t  à l a  benz id ine  

q u i  s o n t  l e s  p lus  u t i l i s é s  e t  q u i  nous on t  'donné les me i l l eu r s  r é s u l t a t s .  

RBactif à l a  p - a n i s i d f n e  d e  MUKHERJEE et SRIVASTAVA (217) 

a - So lu t ion  A .- 
p- a n i s  i d i n e  

Ac ide  phosphorique d é 

Ethanol qsp. 
1 

F i l t r e r .  Le f i l t r a t  c o n s t i t u e  l a  s o l u t i o n  A 

b - Solu t ion  B 
. ij 

Le p r é c i p i t e  r e s t é  s u r  l e  f i l t r e  e s t  d i ssous  dans l e  m i -  'i 
nimum d 'eau e t  l a  s o l u t i o n  obtenue (environ 50 ml) e s t  a d d i t i o n d e  d'un 

volume éga l  d ' é thano l ,  pu is  d ' a c i d e  phosphorique jusqu 'à  une concen t r a t ion  

f i n a l e  de  2 p.100 (v :v) .  

Le r b a c t i f  e s t  c o n s t i t u é  par  l e  mélange des s o l u t i o n s  A et B.  

11 e s t  pu lvé r i s é  s u r  l e s  chtomatogrammes que l ' o n  main t ien t  e n s u i t e  à 

95-100°C pendant 3 à 5 minutes.  Les c o l o r a t i o n s  données par  l e s  d i f f é r e n t s  

oses  s o n t  l e s  su ivan te s  : aldohexoses : brun c l a i r  ; aldopentoses : brun 

sombre ; cétohexoses : jaune brun ; 6-désoxyhexoses : brun orangé ; 

ac ides  hexuroniques : ro se .  

Réac t i f  à l a  benz id ine  de BACON e t  EDELMAN (218) 

Benzidine 

Solut  ion  aqueuse d 'ac ide  t r i c h l o r a c é t  ique  
à 40 g p.100 m l  

Acide acé t ique  g l a c i a l  

Ethanol absolu 

Les chromatogrammes sont  imprégnés p a r  p u l v é r i s a t i o n  du r é a c t i f  

à l ' a i r  l i b r e  e t  maintenus à 100°C pendant 5 à 10 minutes.  Tous l e s  o ses  

neut res  donnent une c o l o r a t i o n  brun- jaune. 



2' - REACTIFS SPECIFIQUES DES CETOSES 

a - React i f  à l ' u r é e  chlorhydrique d e  DEWNDER (219) 

Les s o l u t i o n s  acides d1ur6e  donnent avec l e s  cétohexoses une 

c o l o r a t i o n  b leu-verdâ t re  (+). Les ac ides  s u i v a n t s  ont  é t é  u t i l i s é s  : ac ide  

chlorhydrique (HIRST e t  JONES (220) ; DEM)NDER (221)) ; ac ide  oxa l ique  

(HIRST, GILVRAY e t  PERCIVAL) (222) ; ac ide  phosphorique (GREEN, MûRRIS, 

RICHMOND (223) ; WISE, DIMLER, DAVIS e t  RIST (224)) .  Le p l u s  s e n s i b l e ,  

p u i s q u ' i l  r é v è l e  jusqu 'à  2 pg de f ruc tose ,  e s t  l e  r h a c t i f  de  DEWNDER (225): 

Urée 

Acide chlorhydrique 

Ethanol a 80" qsp. 

Les pap ie r s  s o n t  imprégnés de l a  s o l u t  ion pa r  p u l v 6 r i s a t  ion 

e t  maintenus à 100.C pendant 5 à 10 minutes.  

b - Réact i f  à l ' o r c i n o l  de  KLEVSTRAND e t  NORDAL (226) 

Le r é a c t i f  de  KLEVSTRAND e t  NORDAL possède l a  composition 

su ivan te  : 

Orc ino  1 on5 g 

Acide t r i c h l o r a c é t i q u e  15 g 

Eau s a t u r é e  de  n-butanol 100 m l  

La s o l u t  ion  biphas ique, énergiquement a g i t 4 e  avant  1 ' emploi, e s t  p u l v é r i s é e  

s u r  l e s  chromatogrammes que l ' o n  main t ien t  e n s u i t e  à 105°C pendant 15 ii 1 
20 minutes. Lee cé toses  donnent des c o l o r a t i o n s  d i f f é r e n t e s  su ivan t  l e u r  

n a t u r e  : 

(+) Et avec l e s  o s ides  renfermant des cétohexoses.  Par chauffage prolongé 
I 

l e s  N-acétylhexosamines donnent une c o l o r a t i o n  rose.  



cétohexoses 

cétopentoses  

cé toheptoses  

ac ides  s i a l i q u e s  : 

c o l o r a t i o n  jaune 

c o l o r a t i o n  v io l acée  

c o l o r a t i o n  b leu  ou b leu-ver t  

c o l o r a t i o n  brun-orangé 

Des causes d ' e r r e u r  peuvent ê t r e  i n t r o d u i t e s  pa r  l a  prêsence de q u a n t i t é s  

é levées  de pentoses  ( c o l o r a t i o n  b leu  appa ra i s san t  immédiatement ou, au p lus  

t a r d ,  au bout de  4 à 5 jou r s )  et d'aldohexoses ( co lo ra t ion  jaune p a l e  au 

dessus de 100pg). 

c - Réact i f  à l ' a c i d e  t h i o b a r b i t u r i q u e  de  PERCHERON (227) 

L'ac ide  th ioba rb i tu r ique  est un r é a c t i f  des aldehydes e t  son 

emploi a 6 t é  i n t r o d u i t  dans l a  chromatographie des g luc ides  par  PERCHERON 

( 2 2 8 ) .  Dans l e  c a s  de cé toses  l i b r e s  e t  conjugués, l e  d4veloppement de l a  

c o l o r a t i o n  jaune avec l e s  c6tohexoses,  r o s e  avec l e s  c6topentoses  e t  v e r t e  

avec les cé toheptoses  s ' exp l ique  par  l a  formation r ap ide  d e  dé r ivés  du 

f u r  f u r a l  q u i  se condensent avec 1 ' a c i d e  th ioba rb i tu r ique .  

Le r é a c t i f  e s t  obtenu en d i s so lvan t  0 ,5 g d ' ac ide  th ioba rb i tu -  

r i q u e  e t  2 m l  d 'une  s o l u t i o n  aqueuse d ' a c i d e  phosphorique B 85 p.100 

(v:v) dans 100 m l  d ' é thanol  B 80". I l  d o i t  ê t r e  conservé à l ' o b s c u r i t é  et 

B l a  température du l a b o r a t o i r e .  

Les chromatogrammes préalablement séchés  sont  imprc?gnés avec 

l e  r é a c t i f  par  p u l v é r i s a t i o n  e t  maintenus e n s u i t e  B 100-10S°C pendant 

5 à 7 minutes.  

Avec l e  temps, l e  fond du papier  se c o l o r e  en r o s e  e t  l e s  

taches  correspondant aux cé toses  prennent une t e i n t e  brune mais r e s t e n t  

t r è s  v i s i b l e s .  

3' - REACTIF SPECIFIQUE DES CYCLITOLS 

J u s q u t à  p ré sen t ,  l a  présence de  c y c l i t o l s  conjugués à des  oses  

n'a é t é  s i g n a l é e  que  dans des composés d ' o r i g i n e  b a c t é r h n n e ,  Ils doivent  

cependant ê t r e  systématiquement recherchés dans l e s  os ides  l i b r e s  ou 



conjugués q u e l l e  que s o i t  1 'or ig ine  de ces  de rn ie r s .  

On u t i l i s e  couramment l e  r e a c t i f  de SCHERER-GALOIS adapté 

à l a  r6vela t ion  des chromatogrammes par  FLEURY, COURTOIS e t  MALANGEAU 

( 2 2 9 ) .  Le  mode opera to i re  e s t  l e  su ivant .  

On pu lvé r i se  s u r  l e s  chromatogrammes une so lu t ion  mercurique 

(oxyde mercurique 10 g ; ac ide  n i t r i q u e  7,5 m l  ; eau 600 ml) 

e t  on chauffe à 85OC. Cette opérat ion e s t  répétée  une f o i s  et  

on imprègne e n s u i t e  l e  papier ,  par  pulvér isa t ion ,  avec une 

s o l u t i o n  baryt ique (15 m l  de  so lu t ion  aqueuse d ' a c é t a t e  de 

baryum à 10 p.  100 m l  + 85 m l  d 'ac ide  acét ique g l a c i a l ) .  Par 

chauffage A 100°C pendant p lus ieu r s  minutes e t  après  des pul- 

v é r i s a t i o n s  répétées  de c e  second r é a c t i f ,  on o b t i e n t  une 

co lo ra t ion  rose  spéci f ique  des c y c l i t o l s .  

3 - IDENTIFICATION DES OSES NEUTRES 

L '  ident  i f  i c a t  ion des oses est généralement r b a l i s é e ,  d'une 

p a r t ,  en comparant leur  comportement chromatographique dans un ou plu- 

s i e u r s  systèmes-solvants avec c e l u i  de témoins l a t e raux  cons t i t u é s  par des 

oses purs e t ,  d ' a u t r e  p a r t ,  en t i r a n t  p a r t i  des colora t ions  plus ou moins 

spec i f  iques que donnent les oses avec les r é a c t i f s  de révéla t ion .  Ces pro- 

cedés ne  mettent pas l e s  auteurs  à l ' a b r i  des causes d 'e r reur  dues, en 

p a r t i c u l i e r ,  à des comportements chromatographiques identiques ou vo i s ins  

et il nous p a r a î t  indispensable de ne pas cons idérer  l a  chromatographie s u r  

papier  comme un c r i t è r e  absolu d ' i d e n t i f i c a t i o n  des oses, mais d 'avoi r  

recours,  en ou t re ,  aux procédés anciens d ' i d e n t i f i c a t i o n  des glucides et de 

l e u r s  dér ives par  l a  détermination de l e u r s  p ropr ié t é s  physico-chimiques 

(voi r  l a  revue générale de NOGGLE) (230). 

a  - I d e n t i f i c a t i o n  des oses n a t i f s .  

L ' i d e n t i f i c a t i o n  des oses peut être ef fec tuée  en recherchant 

l e u r s  ca rac tè res  de fermentation par des micro-organismes (vo i r  par 

exemple NOGGLE) (231) ou par l ' app l i ca t ion  de réac t ions  enzymatiques 



spéc i f i ques  que l ' o n  e f f ec tue ,  s o i t  s u r  le  chromatograme lui-même 

(pa r  exemple, i d e n t i f i c a t i o n  du g lucose  p a r  l a  glucose-oxydase (SALTON 

(232) ; WHITE et SECOR (233)) et  du g a l a c t o s e  pa r  l a  galactose-oxydase 

(COOPER, SMITH, BACILA et MEDINA) (2341, s o i t  i n  v i t r o  apres  é l u t  ion des 

o se s  des chromatogrammes . 
FROMMHAGEN (235) a proposé une é l égan te  méthode q u i  met à pro- 

f i t  l e s  d i f f é r e n c e s  que 1 'on observe dans l e s  v i t e s s e s  d 'oxydat ions des  

o se s  par  l ' a c i d e  per iod ique .  Le procédé c o n s i s t e  B t r a c e r  l a  courbe 

d'oxydation d'un o s e  préa lab lenent  é l u é  d ' un  chromatogramme et de l a  

comparer à des courbes é t e l o n s .  L'oxydation est pou r su iv i e  pendant 25 h et  

l e  dosage de l ' z c i d e  per iod ique  c o n r o ~ ~ x i  est e f f e c t u é  par spectrophoto-  

métrie A 227 mp. L a  s e n r i b i l i t é  de l a  mfthode e s t  de  1 à 10 kig. 

Les o s e s  peuvent encore être identifies pa r  s p e c t r o n é t r i e  dans 

l ' i n f r a - rouge  (vo i r ,  pa r  e x e ~ p l e ,  PRIFSL, ZIIBUKOV et MARUPOV ( 2 3 4 ) )  ou 

pa r  d i f f r a c t i o n  des rayons X (ALT1SAKE~ e t  GJESSING) (237). Toutefo is ,  la 

p o l a r i m é t r i e  r e s t e  l e  procc26 de choix, à l a  f o i s  s imple e t  p r é c i s .  Jusqu':. 

p répent ,  la mesure des  pouvoirs r o t a t o i r e s  n e c e s s i t a i t  des q u a n t i t é s  éle- 

vées  de subs tances ,  mais l ' a p p a r i t i o n  s u r  l e  nsrchC s c i e n t i f i q u e  de micro- 

po la r imèt res  (Po'arimotre photo-é lec t r ique  à 0,005' de ZEISS, pa r  exerp la )  

q u i  réclament des q u a n t i t é s  d ' o se s  de 1 ' o r d r e  du m i l 1  igr ;  -me, d e v i a i t  

amener les au t eu r s  à app l ique r  s y s t E ~ a t l q u e m e n t  l e  prccEdé a 1 ' identifie-- 

t i o n  des oses  s épa ré s  par  chrometographie s u r  pap i e r .  LG dé tezn ina t ion  1.1 

pouvoir r o t a t o i r e  s p é c i f i q u e  de; oses  permet, en c i l t re ,  de  p r é c i s e r  l a  

n a t u r e  L ou D de c e s  deyniers sas2 f a i r e  s p p e l  à de? n5thodes d é l i c ~ t e s  

c m e  l a  fe rmenta t ion  oi?. la c r i s t 2 1 1  i q î t i o n  pr.1 t i c u l i 5 ï e  des o s a t m e s  des 

isomeres L sr D (Cid?!;? e t  EU:YH?JYSj ( 233 ) .  

b - I d e n t i f i c a t i o n  Gins uI:*:i-~r:3 l m 9  O Z C C  a ~----.-. - -- -- - 
La dé te r rz i~c t t  iorr d e s  propr!.Et 2s pllys iro-chiniiques des osazones 

e t  des hydrazones perrz: d '  i d e n t i f i e  a i s i h x n t  l e s  o se s ,  n a i s  les qusn t i cé?  

re la t ivement  é levées  de  g luc ides  que réc l~r , . en t  les méthodes rendent  c e l l e s -  

c i  d i f f i c i l e m e n t  a p p l i c c b l e s  . Tcu te fo i s ,  la nise rtu p o i n t  de procédés 

micro-analyt iques p e m e t t e n t  d ' e f f e c t u e r  c e t t e  i d e n t i f i c a t i o n .  



Les osazones - généralement, l e s  phénylosazones - sont  

préparées par l e s  moyens c lass iques .  Au labora to i re ,  nous les obtenons 

en chauffant  l e  mélange du r é a c t i f  à l a  phénylhydrazine e t  de l a  

so lu t ion  aqueuse de l ' o s e  préalablement élu6 du chromatogramme ( 0 , l  à 

1 mg) (volume f i n a l  20 à 250 p l )  dans l a  p a r t i e  c a p i l l a i r e  d'une p i p e t t e  

Pasteur.  On examine ensu i t e  au microscope l a  forme des c r i s t a u x  e t  on 

determine l eu r  point  de fusion, l e u r  pouvoir r o t a t o i r e  dans d i f f é r e n t s  

so lvants  organiques ou l eu r  spec t re  infra-rouge (KLEIN e t  WEISSMAN (239); 

OTTING (240)) .  

L ' i d e n t i f i c a t i o n  des phénylosazones des oses peut encore 

ê t r e  r 6 a l i s é e  par  d i f f é r e n t s  procédés chromatographiques : 

- chromatographie sur  colonne de carbonate de calcium (FISCHER- 

J~SRGENSEN) (241) 

- chromatographie sur  papier  : 

chromatographie c i r c u l a i r e  (BARRY et MITCHELL) (242) ; 
rr)  

chromatographie s u r  papier  imprégng de formamide (MUNOZ) (243) ou de 

borate de potassium (AFUXEGUIN) (244) 

- chromatographie sur  couche mince de polyamide (HAAS et 

SEELIGW) (2451, de S i l ene  E.F. ( TORE) ( 246 ) ,  de 'l<i&s-elguhr Q (RIIKC cet .- 

muuar) (247). 

La détermination des p ropr ié t é s  des hydrazones e s t  plus géné- 

ralement mise à p r o f i t  pour i d e n t i f i e r  l e s  oses ca r ,  contrairement aux 

osazones, les hydrazones sont  spéci f iques  d'un seu l  sucre.  Par exemple, 

BRAGG e t  HOUGH (248) ont  i d e n t i f i é  les oses cons t i tuant  l'ovomucoïde en 

déterminant l e  point  de fusion de la  phénylhydrazone du mannose e t  de l a  

1-méthyl-1-phénylhydrazone du galac tose .  

SWEELEY (249) a d é c r i t  une é légante  méthode d '  i d e n t i f i c a t i o n  

des oses fondée s u r  l a  formation spkci f ique  de dérivés de méthyls i ly la-  

t ion  p a r t i e l l e .  Le pr inc ipe  du mode opéra to i re  e s t  l e  su ivant  : 15 

secondes après avoi r  mélangé l a  s o l u t i o n  pyridinique de l ' o s e  à i d e n t i f i e r  

e t  l a  s o l u t  ion pyridinique de t r  ichloros  i l a n e  et d'hexaméthyldisilazane 



( v o i r  p. 105 1, on analyse,  à 140°C, l e s  composés in te rmédia i res  des 

o ses  s u r  une colonne p o l a i r e  contenant  3 p.100 de  XE-60. On o b t i e n t ,  pour 

chacun des o ses ,  un diagramme c a r a c t é r i s t i q u e  q u i  e s t ,  d ' après  l ' a u t e u r ,  

t r i i s  r ep roduc t ib l e .  

4 - DOSAGE DES OSES NEUTRES PAR CmOMATOGPAPHIE SUR PAPIER (+) 

Les procédés de dosage des  oses  neu t r e s  préalablement s épa ré s  

par  chromatographie s u r  papier  peuvent ê t r e  c l a s s é s  de l a  maniiire su ivante :  

12 Procédés de dosage appl iqués  aux chromatogrammes ap rès  

r6vg la t ion  d e  l'emplacement des oses  : 

22 Procédés de  dosages appl iqués aux chrorratogrannnes çans 

r é v é l a t i o n  p r é a l a b l e  de l'emplacement des oses .  

1 - PROCEDES DE DOSAGES DES OSES APRSS REVELATION DES CHROMATOG-S . 
( v o i r  addendum p .  113) 

Les méthodes par  appréci a t  ion v i s u e l l e  de 1 ' i n t e ~ s  i t é  des 

taches ou par  p l an imé t r i e  ou pesée de c e s  de rn i è re s  ne son t  pas d'une 

p réc i s ion  s u f f i s a n t e  pour ê t r e  u t i l i s é e s  dans la  déterminat ion des r appor t s  

mola i res  des oses  c o n s t i t u a n t s  l e s  o s ides .  Les procédés de dosage c o l o r i -  

métr iques appl iqués ,  s o i t  à l a  mesure de l ' i n t e n s i t é  des t aches  d i r ec t e -  

ment s u r  l e  pap ie r  (enregis trement  photodensitomEtrique),  s o i t  après  

é l u t i o n  de l a  c o l o r a t i o n  sont  p lus  s a t i s f a i s e n t e s  e t  nocs exposerons 

rapidement l e  p r i n c i p e  de c e s  methodes en renvoyznt,  p c r  p l u s  de ~ . ; . t a i l s ,  

à des revues généra les  corne c e l l e s  de CYDONL?.. (2502 de ItA-IS e t  MACEK 

(251) ; de HEFTMANN (252) e t  de LEC39E3  e t  LEDZ7E5 (253).  

(+) Revues généra les  : 
DEIX)NCZR ( 2 5 4 )  ; E-4IS e t  W.SEK (255) ; 

HEFTMANN (256) ; LEDEZEI? e t  LEDZBZR (257)  ; MONQYEUIL, SPIK, DUMAISNIL 

e t  MûNSIGNY (258) ; NEUBEGER e t  M.4P.SEALL (259). 



a - METHODES PHOTODENS ITOMETRIQUES 

De nombreux dosages photodens i tomét r iques  des oses  ont  é t é  

d é c r i t s  dont l e  p r i n c i p e  e s t  l e  su ivant  : l'emplacement des oses  e s t  

d 'abord déterminé à l ' a i d e  d'un r é a c t i f  p lus  ou moins s p é c i f i q u e  q u i  e s t  

u t i l i s é  dans des cond i t i ons  t r è s  p réc i se s  e t  l ' i n t e n s i t é  des taches est 

mesurée à l ' a i d e  de  photocolorimètres  e n r e g i s t r e u r s .  On s e  r e p o r t e  e n s u i t e  

à des courbes de r é f é rences  ou à des témoins " in te rnes"  r ep re sen té s  par  des 

s o l u t i o n s  de  g luc ides  purs  à des concent ra t ions  connues, Les au teurs  u t i -  

l i s e n t  g6néralement l e s  procédés "par r é f l ec t ance"  dont INGLE e t  MWSHALL 

(260) o n t  montre l a  s u p é r i o r i t é  s u r  l e s  procédés "par transrnittance' ' .  

Les techniques  q u i  on t  é té  d é c r i t e s  d i f f è r e n t  essent ie l lement  

par  l a  composition des r é a c t i f s  u t i l i s é s .  Nous c i t e r o n s ,  par  exemple, les 

méthodes aux s e l s  d ' a n i l i n e  d'ALBERS e t  FREISKORN (2611, de COLOMBO et  

c o l l .  (262),de GUSTAFFSON e t  c o l l .  (263) et de  Mc CREADY et Mc COMB (264) ; 

au  n i t r a t e  d'argent: de  Mc FARREN e t  c o l l .  (265) ; au 4 ,5 -d in i t rov8ra t ro l  

de BEVENUE e t  WULIAMS (266) ; à l a  benzidine de  WOHNLICH (267).  

D'après d i f f é r e n t s  au teurs  e t  d ' a p r è s  l ' expé r i ence  acquise  au 

l a b o r a t o i r e  (KONARSKA (268) ; MONTREUIL, SPIK e t  KONARSKA ( 2 6 9 ) )  l a  

p r é c i s i o n  des dosages e s t  de l ' o r d r e  de 5 p.lOO e t  l e s  r é s u l t a t s  son t  pro- 

po r t ionne l s  de 5 à 50 pg d 'oses ,  à cond i t i on  d 'observer  les précaut ions  

su ivan te s  : 

- e f f e c t u e r ,  en une f o i s ,  des dépots de 10 p l  de s o l u t i o n  ; 

- in t rodu  i r c  des "témoins in te rnes"  ; 

- développer l e s  co lo ra t ions  dans des  é tuves  de  température 

uniforme. 

b - METHODES PAB ELUTION DES TACHES 

Ces méthodes c o n s i s t e n t  à dissoudre  dans des so lvan t s  appro- 

p r i é s  les taches obtenues ap rè s  l ' a p p l i c a t i o n  de r é a c t i f s  d ive r s  e t  a 
déterminer  l 'absorbance des s o l u t i o n s  co lorées .  C e  son t ,  pa r  exemple, les 

procédés de BLASS, MACHEBOEUF e t  NUNEZ (270) ; é l u t i o n  par  l e  méthanol d e  

l a  c o l o r a t i o n  donnée pa r  l e  p h t a l a t e  d ' a n i l i n e  de  WALLENFELS (271) : 

d i s s o l u t i o n  dans la py r id ine  chlorhydrique de l a  c o l o r a t i o n  donnée par  l e  



r é a c t i f  au chlorhydra te  de tr iphényltétrazolium, e t  de PRSDHAM (272) : 

r évé la t ion  par  l a  p-anisidine e t  ex t rac t ion  des taches par  l e  méthanol. 

Le procédé l e  plus couramment u t i l i s é  e t  que nous appliquons 

au l abora to i re  e s t  c e l u i  de HUGHES et JEANLOZ (273). Le mode opéra to i re  

est le  suivant  : 

Sur l e  même chromatogramme on dépose des volumes c r o i s s a n t s ,  

- correspondant au maximum à Hi pg de chacun des oses -, de l a  s o l u t i o n  à 

é tud ie r  e t  d'une solution-témoin renfermant des quan t i t é s  connues d 'oses 

purs. Après développement dans un système-solvant approprié, l e  chrorna- 

t o g r a m e  est séchk 21 l ' a i r  e t  impr6gn6 par  pu lvé r i sa t ion  r é g u l i è r e  du 

r é a c t i f  au p h t a l a t e  d ' a n i l i n e  de BAAR ( 2 7 4 )  : 

Ieopropano 1 340 m l  

Eau d i s t i l l é e  60 m l  

Ac ide  phta l ique  6964 g 

Anil ine  r e d i s t  i l l 4 c  3 m l  

Il est e n s u i t e  maintenu pendant 10 à 15 mn, à 100-105°C, dans une étuve 

de  température uniforme. Des ca r rés  de papier  de surfaces  identiques,  en- 

globant largement chacune des taches, sont  découpds dans l e  chromatogram- 

m e  et e x t r a i t s  pendant 3 h par  une s o l u t i o n  éthanolique d 'ac ide  chlorhy- 

drique : 

Ac ide  chlorhydrique 0,5 N 

Ethanol absolu 

~ ' a b s o r b a n c e  des so lu t ions  e s t  déterminée B 390 mp. 

L'expérience acquise au l a b o r a t o i r e  montre que l e  procédé 

f o u r n i t  des r é s u l t a t s  t r è s  reproductibles e t  p réc i s  à 2 p.100 près.  sa sens i -  
b i l i t 6  e s t  augmentie en u t i l i s a n t  l e  r é a c t i f  de rkvéla t ion  de DATE (274 h i s )  
au c i t r a t e  d ' a n i l i n e  (vo i r  adllendum p.113 et M0NTREUI.L. SPIK e t  KONARSKC. 

2 - PROCEDES DE DOSAGE DES OSES SANS REVELATION PREALABLE (274 te .  Y).. 

Le pr inc ipe  des procéd6s est l e  suivant  : les oses, dont 

l'emplacement a Qté repéré  grâce à l a  r évé la t ion  de temoins la téraux,  sont  

m i s  en so lu t ion  dans l ' eau  e t  dosés à l ' a i d e  de diverses méthodes après 1 
a v o i r  p r i s  l a  precaution d 'él iminer soigneusement toute  t r a c e  de c e l l u l o s e  



provenant du papier  à chromatographier : 

- dosages c o l o r i m é t r i q u e ~  non spéc i f iques  par  l e s  r é a c t i f s  à l ' o r c i n o l  

s u l f u r i q u e  d e  TILLMANS e t  PHILIPPI (275) ,  modif ié  par  RIMINGTON (276) ; 

à l ' an th rone  s u l f u r i q u e  de DREYWOOD (2771,  modif ié  par  SHIELDS et 

BURNETT (278)  ou au phénol s u l f u r i q u e  de DUBOIS e t  a l .  (2791,  modif ié  pa r  

DRAPRON e t  GUILBOT (280)  ; 

- dosage co lo r imé t r ique  s p é c i f i q u e  du fucose par  l e  r é a c t i f  au  chlorhydra- 

t e  de  c y s t é i n e  s u l f u r i q u e  de DISCHE et SHETTLES (281) ; 

- oxydat ion par  1 ' a c i d e  periodique s u i v i e  d'un dosage de 1 'alddhyde 

formique (FLOOD, HIRST e t  JONES) (282) ou de l ' a c i d e  formique (HIRST et 

JONES (283) ; QUICK ( 2 8 4 ) )  formés. 

- dosage pa r  l e  r é a c t i f  à l ' hypo iod i t e  de  LINDWSTR~M-LANG et HOLTER 

(285) (HAWTHORNE) (286)  (+) . 
- dosage pa r  l a  méthode au c u i v r e  de SOWGYI : réduct ion  d 'une l i queur  

cu iv r ique  et t i t r a g e  iodométrique de l 'oxyde cuivreux (FLOOD, HïRST e t  

JONES) (287) .  

- dosage p a r  l a  méthode co lor imét r ique  de SOMOGYI (288) au r é a c t i f  arsé- 

nomolybdique de NEXSON (289)  (DUFF e t  EASTWOOD (290) ; SHU (291)  ; SHAL- 

LE~JB$R~JER. et' ' . MOORES (292) ) . Notre expérience personnel le  nous a  condui t  

à abandonner c e  procédé t r è s  d é l i c a t  q u i  f o u r n i t  des r é s u l t a t s  non repro-  

duc t ib l e s .  Nos conclusions r e jo ignen t  c e l l e s  de DYGERT e t  c o l l .  (293) et 

de MARAIS, da WIT e t  QUICKE (294) .  

- dosage pa r  des r é a c t i f s  aux s e l s  d ' a n i l i n e  (BARTLETT, HOUGH e t  JONES 

(295) ; BLASS, MACHEBOEüF e t  NUNEZ (296)  PHILIPPU (297) ) .  

- dosage par  l e  t r i phkny l t e t r azo l ium (MATTSON e t  JENSEN) (298) .  

(+) C e t t e  m6thode n é c e s s i t e  l ' é l i m i n a t i o n  p réa l ab le  de t o u t e  t r a c e  de 

so lvant  pa r  un  lavage soigneux du papier  à l ' é t h e r  s u l f u r i q u e  anhydre ou 

à l ' é t h e r  de  p é t r o l e  dans un e x t r a c t e u r  du type Soxhlct .  



A la s u i t e  d'études c r i t i q u e s ,  nous avons c h o i s i  de doser, au 

l abora to i re ,  les glucides réducteurs à l ' a i d e  de deux méthodes colorimé- 

t r iques ,  simples e t  rapides ,  q u i  se prê tent  parfaitement à des dosages de 

rou t ine  ( k )  . 

- PREMIER PROCEDE 

Principe.  Le pr lnc ipe  de la premiere méthode (MONTREUIL (299, 300) ; MON- 

TREUIL e t  SCHEPPLER (301)) est l e  suivant  : l e s  oses réduisent ,  en mi l ieu  

a l c a l i n ,  l e  ferr icyanure de potassium en ferrocyanure ; l ' add i t ion  d'un 

sel fe r r ique  provoque l a  formation de ferrocyanure f e r r i q u e  ou bleu de 

Prusse que l ' on  maintient  en so lu t ion  par l ' a d d i t i o n  p réa lab le  d 'acide 

oxal  ique . 

Mode opéra to i re .  La so lu t ion  des glucides est soumise à l a  sépara t ion  chro- 

matographique en quant i tk  t e l l e  que 25 à 50 pg de l ' o s e  le  plus faiblement 

représenté  dans l 'hydrolysa t  so ien t  doposés s u r  l e  chromatogramme. Après 

d6veloppement e t  séchage de c e l u i - c i ,  l e s  surfaces  de papier  correspon- 

dant à chaque ose, préalablement l o c a l i s é  par  la r é v é l a t i o n  d'une bande 

l e t d r a l e  de référence, sont  in t rodu i t e s  dans les r é c i p i e n t s  avec une quan- 

t i t 6  d'eau b i d i s t i l l é e  t e l l e  que 5 m l  de la s o l u t i o n  f i n a l e  renferment de 

10 à 50 pg d'hexoses e t  de 25 à 50 pg de fucose. Le con tac t  e s t  maintenu 

pendant 24 heures à la température du labora to i re .  Une gout te  de toluène 

pur est i n t r o d u i t e  dans chaque f lacon pour é v i t e r  l e  développement des 

micro-organismes. 

Le dosage des oses est e f fec tué  par  la méthode colorimktrique 

au fer r icyanure  : 

On in t rodu i t  dans des tubes propres, jaugés à 25 m l ,  5 m l  de la 

(*) Toutefois,  une seconde s é r i e  de travaux e f fec tués  ul tér ieurement,  nous 

a amenés à appliquer p lus  couramment l e  procédé de HUGUES e t  JEAmOZ 

modifié, dont nous avions, entre-temps, observé la  préc is ion  (voi r  

addendum p.113 et  MONTREUT.L, SPIK e t  TAOMARSKA (301 bis )S .  



so lu t ion  de glucides réducteurs (10 à 40 pg d'oses) ,  1 m l  d'une s o l u t i o n  

aqueuse, fraîchement préparée, à 0,20 g p. 100 m l  de fer r icyanure  de 

potassium pur e t  1 m l  du r é a c t i f  : cyanure de sodium pur 1 , 5  g, carbonate 

de sodium pur 8 g, eau b i d i s t i l l é e  q .s  .p. 500 m l .  Toutes les opérat ions 

sont  ensu i t e  ef fec tuées  à l ' a b r i  de l a  lumière. Le mélange e s t  maintenu 

pendant 9 minutes au bain-marie bou i l l an t ,  r e f r o i d i  rapidement et  addi- 

t ionné de 0,25 m l  d'une so lu t ion  aqueuse d f  ac ide  oxalique à 2 g p. 100 m l ,  

puis  de 1 m l  d'une so lu t ion  phosphoferrique ( s u l f a t e  f e r r ique  pur anhydre 

5 g, ac ide  phosphorique à 60°Bé 75 m l ,  eau b i d i s t i l l é e  q.s  .p. 500 ml).  

On complète à 25 m l  avec de l ' eau  b i d i s t i l l é e  et,  après  un sé jour  à 

l ' obscur i t6  va r i an t  de 3 à 5 heures (on e f f e c t u e  des mesures successives 

jusqu'au moment où l a  co lo ra t ion  est s t a b i l i s k e ) ,  l ' i n t e n s i t é  de l a  colo- 

r a t i o n  bleue est déterminée à 640 mp.  

C e  procédé de dosage est à la f o i s  préc is  et  rapide. En e f f e t ,  

il n'exige pas l ' é l imina t ion  préa lable  du système-solvant q u i  imprègne 

encore le  papier ,  n i  c e l l e  des f i b r e s  de c e l l u l o s e .  

b - DEUXIEME PROCEDE 

Pr incipe ,  L e  second procédé (KWTREUIL, S ( S t i u  4t. W E T  (302) c o n s i s t e  

à é lue r  des quan t i t é s  s u f f i s a n t e s  d'oses pour e f f e c t u e r  ensu i t e  des dosa- 

ges colorimétriques avec l e s  r é a c t i f s  & 1' o r c i n o l  ou à l ' an throne  s u l f u r i -  

que. 

Mode opéra to i re .  Des quan t i t é s  de 0,25 à 1 m l  de so lu t ion  glucidique son t  

dépos6es s u r  l e s  f e u i l l e s  de papier  Whatrnan en un t r a i t  continu de 40 cm 

de longueur, La sépara t ion  chromatographique est r é a l i s é e  à l ' a i d e  des 

systèmes-solvants pyr id ine /acé ta te  d' éthyle leau ( 1: 2 : 2) (papier  Whatman 

no 1, pendant 18 à 24 h)  ou n-butanollacide acét iqueleau (4:1:5) (papier  

Whatman no 1 ou 3 pendant 2 à 4 jours ) .  Deux bandes sont  ensu i t e  découpées 

de pa r t  e t  d ' au t re  des chromatogrammes dans l e  sens de la  migrat ion du 

système-solvant, chacune entamant de 4 cm l a  l i g n e  de  départ .  Révélées a 
l ' o x a l a t e  d ' an i l ine ,  elles servent  à repérer  l'emplacunent des g lucides ,  

Les bandes de papier  correspondant à chacun de ceux-ci sont  découpées et  



éluées  se lon  l a  méthode de DENT (303) pendant 24 à 36 heures avec de 

l ' eau  b i d i s t i l l é e ,  La s o l u t i o n  d ' é lu t ion  est complétée à un volume va r i an t  

de 25 à 200 m l  et les glucides sont  dosés su r  une p a r t i e  a l iquo te  à 

l ' a i d e  d'une méthode colorimétriquc c la s s ique  à l ' o r c i n o l  ou à l 'anrhrone 

sul fur ique .  Des dosages témoins sont  ef fec tu6s  s u r  des bandes de papier 

Whatman soumises au passage du syst&mc-solvant e t  des co r rec t ions  sont 

f a i t e s  en fonction de l a  su r face  des bandes éluées.  Les r k s u l t a t s  obtenus 

son t  en f in  mul t ip l i é s  par 1,25 puisque un cinquisme de l a  s u r f a c e  du chro- 

matogramme a s e r v i  au repérage des glucides.  

B - CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE 

DES OSES NEUTRES (*) 

A l a  s u i t e  d'une é tude  c r i t i q u e  e f fec tuée  au l abora to i re ,  notrs 

sommes parvenus a l a  conclusion que l a  chromatographie g u a n t i t a t i v e  des 

oses neut res  s u r  couche mince o f f r e  peu d ' i n t é r ê t ,  En e f f e t ,  les avantage5 

e s s e n t i e l s  de l a  chromatographie en couche mincc - q u i  compensent, dens 

une c e r t a i n e  mesure, l a  complexite de l a  préparat ion des chromatoplaqucs - 
sont  la r a p i d i t é  et  l a  s e n s i b i l i t é  puisque 1 à 2 pg d'oses peuvent être 

m i s  en évidence. Malheureusement, aucune technique n e  permet de doser 

avec p réc i s ion  des quan t i t é s  d 'oses a u s s i  f a i b l e s  et il devient  indispen.- 

s a b l e  d ' e f fec tue r  des depots "en ligne' '  de maniare il soumettre à l ' ane lyse  

des quan t i t e s  d 'oses de l ' o r d r e  de 10 à 200 kg. On re t rouve donc l e s  

condi t ions  de concentrat ion de l a  chromatographie s u r  papier .  En outre,  

l t 4 1 u t i o n  des glucides du support chromatographique est sauvent plus com- 

plexe que dans l e  cas  du papier .  Toutefois ,  nous décr i rons  quelques 

procédés de sépara t ion  par chromatographie su r  couche mince des oses cons- 

t i t u a n t  l e s  glycoprotéides que nous avons retenus à l a  s u i t e  de no t re  

6tude c r i t i q u e .  Nous exposerons, en out re ,  l e  pr inc ipe  des méthodes de 

dosage d k c r i t e s  jusqu'à présent .  

(*) Voir l 'ouvrage récent de MONTREUIL, SPIK e t  KONARSKA (303 b i s ) .  



1 O - PROCEDES CHROMATOGRAPHIQUES ( f )  

Les proc6dEs de chromatographie en couche mince l e s  p lus  

s a t i s f a i s a n t s  pour séparer  l e  ga l ac tose ,  l e  glucose, l e  mannose et l e  

fucose s o n t  les su ivan t s .  

Support : Homogénéiser, à grande v i t e s s e ,  pendant quelques minutes,  

dans un "mixer1' 8 g de c e l l u l o s e  MN 300 (Macherey-Nagel) 

et 6 t a l e r  régul ièrement  , Zi l ' a i d e  d'une p i p e t t e ,  10 m l  

de  l a  s o l u t i o n  s u r  une plaque de 10 x 20 cm. L a i s s e r  

secher  B l ' a i r  ambiant. 

Systeme-solvant : Acéta te  d l é thy le /py r id ine / cau  (12: 5 : 4 ) .  

' Support : Suspension de  15  g de c e l l u l o s e  MN 300 (Macherey-Nagel) 

dans 90 m l  d 'eau d i s t i l l é e .  Maintenir l a  plaque à 100'C 

pendant 10 mn. 

Système-solvant: Le systEme-biphasique c o n s t i t u é  par  l e  melange su ivan t  -: 

a c é t a t e  d lé thyle /pyr id ine /eau  (2: 1:2).  

WOLFROM, D e  LEDERKREMER et: SCHWAB (306) ont  modif ié  c e  

procedé en  u t i l i s a n t  de l a  c e l l u l o s e  t lmicrocr i s ta l l ine" . .  Ce l l e - c i  (50 g) 

e s t  t r a i t é e  par  a g i t a t i o n  à 25OC, pendant 10 h dans 1 1 de  borohydrure de  

sodium 0 , l  N renouvelé deux f o i s .  E l l e  e s t  e n s u i t e  lavee  avec de l ' e au  

jusqu 'a  n e u t r a l i t 6 ,  s6chée sur anhydride phosphorique e t  pu lvé r i s ée  

finement.  Les chromatoplaques s o n t  développées deux f o i s  avec l e  systeme- 

so lvan t  de JERMYN et ISHERWOOD.(VO~~ p. 71) 

(+) Revues générales : GUILLOUX e t  BEAUGIRAUD (307) ; RANDERATH (308) ; 

STAHL (309) ; MONTREUIL, SPIK e t  KONARSKA '(303 b i s ) .  



PROCEDE DE RAGAZZI e t  VEBONIZE (310) 

Support : 2 Etendre s u r  2 dm une suspension de Kieselgel  G (2  g) . . 
dans une so lu t ion  tamponnée de phosphate de SORENSEN 

M/IS de pH 8 ( 5  ml). Sécher à l ' a i r  pendant 24 h. 

PROCEDE DE WALD1 (31 1)  

Support : 
2 

Eta le r  s u r  5 plaques de 40 cm chacune une suspension 

de 20 g de Kieselgur G dans 40 m l  d'une so lu t ion  de 

phosphate tamponnée pH 5 (ac ide  phosphorique 0 , l  M + 
phosphate disodique 0 , l  M) ( 1 : l ) .  S6cher à l ' a i r  ambiant 

pendant 18 h. 

Systeme-solvant: n-butanol/acétone/eau (ou so lu t ion  tamponnée précédente) 

(4: 5: 1 ) .  

2 - REVELATION 

Les r é a c t i f s  de r6véla t ion  des oses,  d é c r i t s  à propos de 

l a  chromatographie s u r  papier  de ces  derniers ,  sont  parfaitement u t i l i s a -  

b les  dans l a  chromatographie en couche mince. En out re ,  dans l e  cas  p a r t i -  

c u l  ier des supports  minéraux, l e s  r é a c t i f s  à 1 'acide su l fu r ique  donnent 

d 'excel lents  r é s u l t a t s .  Nous u t i l i s o n s ,  au l abora to i re ,  l a  c lass ique  solu-  

t i o n  aqueuse d 'ac ide  su l fu r ique  à 5 p.100 (v:v) que nous pulvérisons s u r  
I 

les chromatoplaques. Ces dernier@ sont  ensu i t e  maintenues à 100-10S°C 

pendant 15 à 20 mn (environ 1 h, dans le cas  des polyols)  

3" - DOSAGE DES OSES NEUTRES PAR CHROMATOGRAPHIE SUR 

COUCHE MINCE 

PROCEDE DE WOLFROM, De LEDERKREMER e t  SCHWAB (312) 

Les oses sont  r évé lés  à l ' a i d e  d'un r é a c t i f  au p h t a l a t e  



d ' a n i l i n e .  Les t aches  obtenues sont  i n t r o d u i t e s  dans des tubes à e s s a i s  

e t  t r a i t é e s  de nouveau par  l e  r é a c t i f  au p h t a l a t e  d ' a n i l i n e .  Après décan- 

t a t  ion, l a  c o l o r a t i o n  e s t  e x t r a i t e  avec de l ' a cé tone  chlorhydrique.  

PROCEDES PAR ELUTION 

Le suppor t  chromatographique correspondant àr l'emplacement 

des oses ,  préalablement r epé ré s  en r é v é l a n t  des  témoins l a t é r aux ,  est 

r e c u e i l l i  e t  e x t r a i t  par  des  so lvants  d i v e r s .  La concent ra t ion  en oses  des 

s o l u t i o n s  e s t  e n s u i t e  déterminée à l ' a i d e  de d i f f é r e n t e s  techniques volu- 

métr iques ou co lo r imé t r iques  : r é a c t i f  au bichromate de JAYME e t  HAHN 

(313) (PASTUSKA) (314) ; r é a c t i f s  à l ' an throne-ac ide  sulfurique(TH0LEY e t  

WURTZ (315) ; VOMHOF et  c o l l .  (316)) ;  r é a c t i f  au phen01 - ac ide  s u l f u r i -  

que (HAY, LEWIS et  SMITH) (317) ; r é a c t i f  à l a  benzidine (BANCHER et  c o l l . )  

(318). 

C - CHROMATOGRAPHIE SUR COLONNES DES OSES NEUTRES (%) 

La chromatographie q u a n t i t a t i v e  des o ses  neu t r e s  s u r  colonnes 

a reçu ,  jusqu'à p r é s e n t ,  peu d ' app l i ca t ions  en r a i s o n  même de l a  complexi- 

té r e l a t i v e  des techniques q u i  sont  d i f f i c i l e m e n t  app l i cab le s  à des 

dosages de rou t ine .  Toutefo is ,  l eu r  emploi r e p r é s e n t e  un complément pré-  

c i eux  à l a  chromatographie s u r  papier  quand on d é s i r e  doser l e s  o ses  par  

deux procédés ent ièrement  d i f f é r e n t s  l ' u n  de l 'autre.(*). 

De nombreuses méthodes de chromatographie su r  colonnes des  

g luc ides  ont é t é  d é c r i t e s  . E l l e s  sont  fondées s u r  des pr inc ipes  d i £  f é r e n t s  

e t  u t i l i s e n t  l e s  suppor ts  les plus d ive r s .  La p lupa r t  d ' e n t r e  e l l e s  son t  

des t inées  au fractionnement des os ides  ou des dé r ivés  des oses  : 

chromatographie d '  adsorp t ion  des os i des  et des dé r ivés  mét hylés  des o ses  

(*) Revues G4n4rales de  BINKLEY (319) ; DEDONDER (320) ; MONTREUIL, SPIK 
et KONARSKA ( 320 b i s )  . 
0 ~ c i p & b ' < ,  ik.grcc4de o ld. rdkramient mrornat is& (vo i r ,  à c e  s u j e t ,  

MONTREUIL, 'SPIK et KONARSKA) ( 320 t e r  ) . 



s u r  charbon de WHISTLER et DURS0 (321) ; chromatographie de par tage  

prépara t ive  s u r  c e l l u l o s e ,  sur  hydrocellulose ou s u r  C e l i t e  de mdlanges 

complexes de glucides ; chromatographie de g e l  f i l t r a t i o n  des osides s u r  

Sephadex d ive r s .  

Cer ta ines ,  tou te fo i s ,  ont  reçu quelques appl ica t ions  dans 

l ' i d e n t i f i c a t i o n  e t  l e  dosage des oses .  El les  peuvent ê t r e  c l a s sees  en 

deux groupes suivant  l e  type de chromatographie : chromatographie de par- 

t age  ou chromatographie s u r  échangeurs d ' ions.  

1. - CHROMATOGRAPHIE DE PARTAGE SUR COLONNES 

Les procédés de chromatographie de partage des oses s u r  

C e l i t e  (HALL (322) ; LEMIEUX, BISHOP et PELLETIER (32311, su r  c e l l u l o s e  

ou hydrocellulose (vo i r ,  par  exemple, HOUGH, JONES e t  WADMAN (324) e t  

l a  revue généra le  de BINKLEY (325)), s u r  Sephadex (ZELEZNICK) (326) ont  

essentiel lement 6 th  u t i l i s é s  pour i s o l e r  e t  i d e n t i f i e r  les oses et n'ont 

pas reçu d 'appl ica t ion  dans l e  dosage de f a i b l e s  quand t é s  d'oses. Les 

méthodes l e s  plus s a t i s f a i s a n t e s  de chromatographie q u a n t i t a t i v e  s u r  

colonne des oses sont c e l l e s  de GARDELL (chromatographie de par tage  s u r  

amidon) e t  de SAMUELSON e t  c o l l .  (chromatographie de partage s u r  

dchangeurs d ' ions)  , 

a -CHROMATOGRAPHIE DE PARTAGE DES OSES SUR COLONNES D'AMIWN. 

La chromatographie de par tage  des oses  su r  colonnes d'amidon 

a Bté in t rodu i t e ,  en 1948, par STEIN et MOORE (327) et perfect ionnée,  en 

1953, par GARDELL (328). L'amidon e s t  préalablement p u r i f i é  su ivant  l e  
e 

procédé dlAQVIST (329) ( ex t rac t ion  à 55OC pendant 36 h avec du mdthanol, 

s u i v i e  d'un s6chage sous v ide  B 55OC pendant 24 h l .  Il e s t  ensu i t e  

t r a i t e  par un mblange de n-butanol e t  d'eau a jou tée  en q u a n t i t é  s u f f i s a n t e  

pour représenter  30 p. 100 du poids d'amidon e t  in t rodu i t  dans des colonnes 

(9 g dans une colonne de 0 , 9  cm de diamètre).  Les oses (100 il 1000 pg de 

chacun d'eux son t  blués avec l e  systeme-solvant n-butanol/-propanol/eau - 
(4: 1 : l )  e t  des f r ac t ions  de 0 , 5  m l  son t  r e c u e i l l i e s  à l ' a i d e  d'un col lec-  

t eu r .  Le dosage des oses est ensu i t e  e f fec tué  par  une méthode 



colorirnétr ique d é c r i t e  par  l ' a u t e u r  (GARDELL) (330) q u i  emploie un 

r é a c t i f  au t r i c h l o r a c é t a t e  d ' a n i l i n e .  La f i g u r e  20 (p .  97) i l l u s t r e  les 

r é s u l t a t s  obtenus par  GARDELL. Les colonnes chromatographiques ne  p a v e n t  

s e r v i r  que pour une expérience.  

b - CHROMATOGRAPHIE DE PARTAGE SUR COLONNES D'ECHANGEURS D'IONS 

.. .. 
SAMUELSON e t  SJOSTROM (331) et SAMUELSON (332) on t  montré 

que des  mélanges de g luc ides  pouvaient ê t r e  analys& par  chromatographie 

de pa r t age  s u r  Dowex-1 x 8 (forme b i s u l f i t e )  à l ' a i d e  d 'é thanol  d i l u e .  

RUCKERT e t  SAMUELSON (333) , MATTISON e t  SAMUELSON (334) e t  SAMüELSON 

(335) ont  observé que l a  q u a l i t é  de l a  s é p a r a t i o n  é t a i t  liée à l a  concen- 

t r a t i o n  en é thanol ,  à l a  t a i l l e  des p a r t i c u l e s  de r é s i n e ,  à l a  v i t e s s e  

d'écoulement de l ' é l u a n t  e t  à l a  température.  La concent ra t ion  en g luc ides  

des f r a c t i o n s  obtenues é t a i t  déterminée à l ' a i d e  de la  méthode au phénol 

s u l f u r i q u e  de DUBOIS et c o l l .  (336) ou d 'un procédé au f e r r i cyanure  

d é c r i t  par  SAWELSON et SWENSON (337).  La q u a l i t é  des s épa ra t ions  B t a i t  

peu s a t i s f a i s a n t e  e t  l e s  au t eu r s  furen t  amen& à u t i l i s e r  des  échangeurs 

d ' i ons  poreux : Amberlyst XN-1001 (f) e t  ~owex-21 K. Les me i l l eu r s  

r é s u l t a t s  furen t  obtenus avec c e t t e  d e r n i è r e  r é s i n e  (MHLBERG e t  SAMUEL- 

SON) (338) . Finalement, SAMUELSON e t  c o l  1. (ARWIDI et  SAMUESON (339,340) ; 

LARSSON e t  SAMUELSON (341)) on t  m i s  au po in t  une e x c e l l e n t e  méthode de  

dosage des oses que nous avons expérimentée au l a b o r a t o i r e  e t  dont l e  mode 

o p é r a t o i r e  e s t  l e  su ivan t  (LARSSON e t  SAMüELSON) (342). 

La r 6 s i n e  (U) (Dowex-21K ; 1-16 p ou 10-35 p ; forme 

b i s u l f i t e )  (iii-) e s t  i n t r o d u i t e  dans des colonnes de 6 x 430 mm e t  

(+) ROHM et HAAS C e .  

(+ 't) Bio-Rad Labora tor ies ,  Richmond ( c a l i f . ) ,  

(+ l- +) Dans les premieres expériences,  de l a  C e l i t e  é t a i t  a j o u t é e  
a l a  r é s i n e  (ARWIDI e t  SAMUELSON) (343, 344). Ce t t e  a d d i t i o n  
f u t  supprimée u l té r ieurement .  



Figure 20  

Chromatographie des oses sur colonne d'amidon (0.9 x 20 cm) selon 

GARDELL ( 3 4 5 ) .  Syst&me-solvant : n-butanol/n-propanol/eau (4: 1: 1) 



maintenue a 75OC à l ' a i d e  d'un manchon chauffant .  La so lu t ion  des oses 

(50 B 300 pg de chacun d'eux), e f fec tuée  dans l ' é thano l  à une concentra- 

t i o n  identique à c e l l e  de l ' g luan t ,  est déposée au sommet de la  colonne de 
-2 -1 

rés ine .  L 'é lu t ion  e s t  effectut5e à dt5bit constant  (0,g a 1,8 m l  cm mn 1, 
gr%ce iî une pompe p é r i s t a l t i q u e ,  avec de l ' é thano l  dont l a  concentra t ion  

v a r i e  avec l a  n a t u r e  des oses présents  dans l e  mélange à é t u d i e r  (86 - 
88 - 89 - 90 ou 92 p. 100). La concentrat ion en oses du 1 iquide  e f f l u e n t  

e s t  déterminée par  une méthode ?I l ' o r c i n o l  su l fu r ique  adaptée à l'Auto- 

analyseur TECHN ICON . 
Mise au point  pour l ' ana lyse  des mélanges c l a s s iques  des oses  

cons t i tuan t  les glycoprotéides (ga lac tose ,  glucose,mannose, fucose), la 

méthode a été étendue, par  l e s  auteurs ,  à 12 a u t r e s  oses : arabinose,  

2.&asy-galac tose ,  2- désoxy-glucose, 2-désoxy-ribose, digi toxose,  f ruc tose ,  

lyxose, rhamnose, r ibose ,  sorbose, tagatose ,  xylose. La f i g u r e  21 (p. 99) 

i l l u s t r e  l e s  r é s u l t a t s  obtenus par l e s  auteurs.  

La colonne sert indéfiniment sans q u ' i l  s o i t  nécessa i re  de 

régénérer  l a  r é s i n e  et l a  q u a l i t é  des sépara t ions  s 'am6liore avec le  

temps. E l l e  devient  opt  h a l e  au bout de deux mois de fonctionnement de l a  

r é s  ine. 

2. - CHROMATOGRAPHIE D'ECHANGE D'IONS SUR COLONNe 

Les composés polyhydroxylés donnent, avec l e s  ions borates,  .. 
des complexes a c i d e  (vo i r ,  a c e  s u j e t ,  BOESEKEN (346) q u i  peuvent 8tre 

separés par chromatographie d'échange dl ions s u r  des colonnes de ré s ines  

fortement basiques. La formation des complexes boratés e t  l e u r  comporte- 

ment chromatographique obéissent  aux reg les  générales su ivantes  : 

- Ils s e  forment facilement dans les solu t ions  d i luées  de 

borate.  

- Leur capac i t é  de f i x a t i o n  s u r  les rés ines  basiques e s t  

fonction du poids moléculaire, du nombre de radicaux hydroxyle e t  de la  

con£ Qmat ion s p a t i a l e  de l a  molécule (na ture  furannique ou pyrannique de 

l ' o s e  ; pos i t ions  r e l a t i v e s  des OH) (FRONTAL1 et co l l . )  (347). 

La p r o p r i é t é  des glucides de former des complexes boratés a 



Concentration, arbi trary units 

Eluate volume, ml 

Figure 21 

Chromstcgraphie d'un rndlange de fucese (FI, d'arabinese A ,  de mannose 

(MI, de galactasc (Ga) et de glucose (Cl) sur colonnea de Dowex 21 K .< r .  

(10-35 p ; forme sulfate ; 6 x 430 mm). Concentration en dthanol : 92 p.100. 
-2 -1 Vitesse dl&coulcment : 1,8 ml cm m (d8apr&s LARSSON et SAMIELSON) 

( 3 4 8 ) .  



i t é  mise à p r o f i t  pa r  KHYM et ZILL (349, 350) q u i  ont ,  l e s  premiers, 

d é c r i t  un procédé d e  chromatographie s u r  des colonnes de Dowex-1 (mesh - 
200-400 ; forme bora te)  des complexes borates du f ructose ,  du galac tose  

( é lu t ion  par  du bora te  de sodium . 0,018 M) e t  du glucose (bora te  de sodium 

0,03 M) . La méthode a trouv6, par  la  s u i t e ,  de nombreuses app l i c s t ions  

dans l ' isolement d 'osides (vo i r ,  par  exemple, NOGCZE e t  ZILL (351) : 

lsolementdu saccharose, du ra f f inose ,  du stachyose e t  du f ruc tose  présents  

dans des e x t r a i t s  végétaux). La première t e n t a t i v e  de chromatographie 

des oses revient  à KHYM e t  ZILL (352) qui ,  en 1952, ob t in ren t  une 

exce l l en te  sépara t ion  du rLbcse, de l ' a rabinose  e t  du xylose. Toutefois,  

l e  pr inc ipe  général de l a  méthode ne reçu t  pas d 'appl ica t ions  dans le  

domaine du dosage des oses. La ra ison e s s e n t i e l l e  d o i t  être recherchée 

dans l e  f a i t  que l e  déplacement des glucides n é c e s s i t a i t  des volumes 

blevés de so lu t ion  d ' é l u t i o n  e t  i n t e r d i s a i t  l ' a p p l i c a t i o n  du procédé à 

de f a i b l e s  quant i t6s  d 'oses.  
1 

HALLEN (353) apporta un premier perfectionnement en u t i l i s a n t  

des so lu t ions  de fo rce  ionique e t  de pH plus élevés.  L 'auteur obtenai t  

d 'excel lentes  sépara t ions  du mannose, du fucose, du ga lac tose  e t  du 

glucose, dans l e s  condi t  ions expérimentales suivantes : 

- colonnes de Dowex 2 x 8 (mesh 200 - 400 ; forme borate ; - 
0 , 6  x 1% cm) " s t ab i l i s6eU avec une s o l u t  ion tamponnée Zt pH 8,7 de Na2 

Bq 07, 10 H20 0,01 M + Na H CO3 0,2 M 

- é l u t i o n  des oses (0,2 à 0,8  mg de chacun d'eux), à 

20-22OC, avec l a  s o l u t  ion tamponnée précédente ( v i t e s s e  d ' é l u t i o n  : 1 , 5 m l /  

h l .  

- dosage des oses par  l a  n6thodc B l ' a c é t a t e  d ' a n i l i n e  
b i s  

de GARDELL (353). La r6cuphrcltion de: oses e s t  t o t a l e  f 10 p.100 près.  - 
Le procédé f u i  e-pliqzé à l a  clétermination de la  composition 

en oses de l'hormone de 1utEinisnt ion  ~ 2 r  W&SO?.G e t  17-ARD (354). Les 

auteurs observèrent un léger  d é f i c i t  en oses de l ' o r d r e  de 5 à 10 p.100 

q u ' i l s  a t t r i b u e r e n t  B une des t ruc t ion  p a r t i e l l e  des oses sous l ' a c t i o n ,  il 

20°C, du pH élevé de l a  so lu t ion  d ' é lu t ion .  C'est  pourquoi, WALBORG, 

CHRISTENSSON e t  GARDELL (355) ont  r écement  proposé une méthode chromato- 
/ 

graphique d6rivée de c e l l e  de F?,LLE?I, dirro l aque l l e  l e  pH de l a  so lu t ion  



d 'é lu t ion est ramené B 7 et  s a  température élevée à SO°C. En outre,  

du glycérol  est a jou té  au mélange pour augmenter l a  quan t i t é  de bora te  

ionisable  B c e  f a i b l e  pH, 

Ce procédé a f a i t  l ' o b j e t ,  au l abora to i re ,  d'une étude c r i t i -  

que e t  il donne e n t i è r e  s a t i s f a c t i o n  du double point  de vue de l a  sens i -  

b i l i t é  et de l a  r e p r o d u c t i b i l i t é  des r é s u l t a t s .  Il o f f r e  l e  seu l  désavan- 

tage  d ' ê t r e  long e t  d é l i c a t .  L e  mode opéra to i re  e s t  l e  suivant .  

PROCEDE DE WALBORG, CHRISTENSSON e t  GARDELL (356) 

a - Préparation des colonnes. 150 g de l 'échangeur d'anions (Dowex 

2 x 8 ; mesh 200-400 ; poros i té  moyenne ; capac i t é  t o t a l e  : 3 - + 0 ,3  méq/g), 

préalablement c a l i b r é  par  p lus ieurs  décantations successives dans l ' eau ,  

son t  conver t i s  sous l a  forme borate, par l e s  t ra i tements  suivants ,  effec-  

tués  dans un entonnoir de Büchner muni d'un f i l t r e  en v e r r e  f r i t 6  : 

- Laver avec 1 1 de soude 2 N, a j o u t é  en 4 f rac t ions .  

- Laver avec 2 1 d'eau d i s t i l l é e  Solution A)  /T' - Laver avec 2 1 d'une so lu t ion  0,4 M en ac ide  borique, 1 M 

en glycérol  e t  0,05 M en chlorure  de sodium (additionnée de 0 ,5  m l  de 

toluene) a joutée  en 4 f rac t ions .  Le pH de l ' e f f l u e n t  d o i t  a l o r s  a t t e i n d r e  

6,5 au maximum. 

- Suspendre l a  r é s i n e  dans 250 m l  du tampon précédent, chauffer  

a 50°C et a j u s t e r  l e  pH à 6,8 2 0,05 (à 50°C) 

-llEqu il ibrer"  en ag i t an t  avec 250 m l  du tampon précédent, 

a j u s t é  à pH 6,8 - + 0,05 (à 50°C) e t  maintenu à 50°C. Renouveler 2 f o i s  

c e t t e  opérat  ion. 

- "Equilibrerl '  une f o i s  encore avec 350 m l  de tampon dans l e s  

condit  ions précédentes e t  dégazer l a  suspens ion sous vide. 

- Ajouter, à 1 vol.  de rés ine ,  2 vol .  de tampon. Maintenir 

à 50°C l a  suspension épa i s se  e t  l ' i n t r o d u i r e  dans les colonnes (hauteur 

de  r é s i n e  : 150 à 153 cm). "Equilibrer" l a  colonne avec l a  so lu t ion  tam- 

pon maintenue B 50°C ( v i t e s s e  dl&oulement : 3 - + 0 , 2  ml/h). 



b - Chromatographie des so lu t ions  glucidiques.  0,200 à 1 m l  de l a  

so lu t ion  des oses (75 à 250 pg) (+) e f fec tuée  dans une s o l u t i o n  tamponnée 

(solu t ion  B) dont l a  composition est identique B c e l l e  de l a  so lu t ion  

tamponnée precédente (so lu t ion  IL) à l a  d i f f é rence  près q u ' e l l e  ne con- 

t i e n t  pas de chlorure  de sodium. L 'é lu t ion  des oses e s t  e f fec tuée  par  l e  
A 

passage de l a  so lu t ion  tamponnée maintenue à 50°C ( v i t e s s e  d'écoulement : 

3 - + 0 , 2  mllh).  Des f r ac t ions  de 1 m l  sont  r e c u e i l l i e s  e t  les oses sont: 

doses par  l a  méthode colorimétrique de WALBORG et CHRISTENSSON (357) : 

c - Dosage des  oses. A 1 m l  de l a  so lu t ion  e f f luen te ,  on a j o u t e  3 m l  d'un 

r é a c t i f  à l ' a n i l i n e  acéto-phosphorique dont l a  composition est l a  suivante:  

Acide acét ique  glacî.21 Kerck 

Ani l ine  r e d i s t i l l e e  (U) 

Acide orthophosphorique Merck à 85p.100 
(p:v) 

Le mélange e s t  maintenu dans des tubes fermés à 1 'a ide  d'une b i l l e  de 

ve r re ,  d'abord a 100°C pendant 2 h, puis  à 30°C pendant 20 m. L'absor- 

bance de l a  colora t ion ,  q u i  e s t  s t a b l e  pendant 96 h, est déterminée 2i 

360 et à 370 mp. t 

(+) Les sels minéraux t roublant  l a  separa t ion  chromatograpl=ique, 
les hydrolysats  de glycoprotéides (5 à 7 mg dans 1 mi 
d 'ac ide  su l fu r ique  1 N ; 100°C pendant 8 à 12 h)  son t  
p u r i f i é s  su r  Dowex 2 x 8 (forme bicarbonate ; 1 g de r é s i n e  
p. méq de H2 ~ 0 ~ ) .  Une quen t i t é  conr;ie de rhamnose e s t  
i n t r o d u i t e  corxe tézoin fn tcrne  à l 'hydrolysa t ,  avant la  
pur i f  i c a t  ion. 

L ' an i l ine  e s t  r e d i s t i l l é e  2 f o i s  sous azote e t  conservée à 
l ' o b s c u r i t é  e t  il 4 O C .  



d - RGsultats .  Les r é s u l t a t s  obtenus par  l e s  a u t e u r s  son t  i l l u s t r é s  

p a r  l a  f i g u r e  22 (p. 104).  On v o i t  que l e  procédé permet une exce l l en t e  

s é p a r a t i o n  du mannose, du fucose, du ga l ac tose  et du glucose. En ou t r e ,  

l e s  dosages son t  c f f ec tués  avec une p réc i s ion  de 2 5 p.100. 

PROCEDE DE WEBER, BORNSTEIN e t  WINZLER (358) 

Récemment, WEBER e t  c o l l .  (359) ont  adapté  à l ' a n a l y s e  

automatique (Apparei l lage Technicon) un procéd6 de  chromatographie des 

o ses  s u r  des  colonnes de Dowex 1 x 8 (forme bo ra t e )  dé r ivé  des techniques 

de  KHYM e t  c o l l .  (360, 361) e t  de SYAMANANDA e t  c o l l .  (362).  Le dosage 

e s t  e f f e c t u é  à l ' a i d e  d'une méthode f luor imét r ique  fondée s u r  1' in t ense  

f luorescence  que donnent l e s  p rodu i t s  de l a  r d a c t  ion  de  la  5-hydroxyté- 

t r a lone -1  avec l e s  hexoses en mi l i eu  su l fu r ique .  

Le proc6dd e s t  t r è s  r ap ide  (durée t o t a l e  d'une opéra t ion  : 

4 , 5  h )  e t  t r è s  s e n s i b l e  puisque des cptantités de 20 à 120 pg seulement 

s o n t  soumises à l a  chromatographie. Les au t eu r s  l ' o n t  appl ique  à l a  dé- 

te rmina t ion  de l a  composition en oses  de 1'orosomucoYde ( rappor t  galac- 

tose/mannose = 0,65) .  Toutefo is ,  l a  somme des oses  "récupérés" r ep ré sen te  

9,7 p.100 seulement de 1'orosomucoYde au l i e u  de 1 2 , l  p.100 t rouvés par  

la  mdthode à l ' o r c i n o l .  Se lon  l ' a u t e u r ,  l e  d é f i c i t  n e  s e r a i t  pas imputable 

B l a  méthode mais à l ' hyd ro lyse  elle-même (HC1 2 N à 100°C pendant 2 h ; 

é l imina t ion  de 1 'ac ide  ch lorhydr ique  sous v ide)  q u i  serai t  incomplète ou 

q u i  d é t r u i r a i t  une p a r t i e  des  oses .  

D - CHROMATOGRAPHIE EN PHASE GAZEUSE DES OSES NEUTRES 
-- 

( v o i r  Adclendum page 113) 

Il n ' e n t r e  pas dans n o t r e  i n t en t ion  d'exposer en d é t a i l  l e s  

p r i n c i p e s  et les techniques de l a  chromatographie en phase gazeuse des 

oses  neu t r e s  e t  nous renvoyons aux exce l l en t e s  revues généra les  de  BISHOP 

(364) ; CHEMiNAT e t  BRIN1 (365) e t  de SWEELEY (366) .  Nous nous l imi te rons  

à 11expos6 de quelques méthodes d ' i d e n t i f i c a t i o n  e t  de  dosage des oses  

n e u t r e s  c o n s t i t u a n t  classiquement l e s  glycoprotéides : galac tose ,  glucose 
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Figure 22 

Chromatographie sur colonne de Dowex 2 x 8 (forme borate) d'un mdlange 

d'oeea : rhamnose (0,4 maanose ( 0 , 7 5  pH), fucose (0,5 pN), 

galactose (1 J&) et glucose (1,25 pM) (d'après WALBORG, CHRISTENSSON 

et GARDELL) (363) .  



mannose, fucose. 

Actuellement, l e s  procédés d 'analyse chromatographique des 

dériv6s méthylés ou acé ty lés  des oses ont été abandonnés au p r o f i t  des 

dérivés O-tr iméthylsi lylés dont l 'emploi a été i n t r o d u i t  à la s u i t e  des 

travaux de SWEELEY e t  c o l l .  (367). Les procédés s 'appliquent  aux dér ivés  

O-tr iméthylsi lylés des oses eux-mêmes ou à l e u r s  dérivés de méthylglycosi- 

dat ion e t  aux dér ivés  acé ty les  des polyols provenant de l a  réduction des 

086s. 

1 - PROCEDE DE OATES ET SCHELAGER (368) 

Pr inc ipe  : Les oses  neut res  obtenus par hydrolyse ac ide  des glycoprotéi-  

des son t  pur i f  iés s u r  échangeurs d t  ions, transformés en t r  iméthyls i l y l -  

d6rivés et soumis à l a  chromatographie en phase gazeuse s u r  butane-1,4- 

di01 succinate  p o l y e s t e r / ~ e l i t e .  La méthode permet de doser l e  ga lac tose ,  

l e  mannose, l e  glucose e t  l e  fucose. 

Mode opéra to i re  : 

1 - Hydrolyse. L'hydrolyse des glycoprotides e s t  e f fec tuée  

par de l ' ac ide  chlorhydrique 0,25 N en présence de 10 p.100 (p:v) de 

Dowex X) W x 12 (mesh 200-400) à 100°C pendant 16  h. L'hydrolysat est 

ensu i t e  p u r i f i é  s u r  de p e t i t e s  colonnes de Dowex 2 (mesh 200-400) aprOs 

qu'un t6moin i n t e r n e  d ' a r a b i t o l  eQt é t é  a jou té .  Le l iqu ide  e f f luen t  e s t  

évaporé à s i c c i t é  sous vide.  

2 - Triméthyls i ly la t ion .  L e  rés idu  sec contenant jusqu'3 8 mg 

d'oses, e s t  t r a i t é  par  0,4 m l  du r é a c t i f  de s i l y l a t i o n  dont l a  composition 

est l a  suivante : 

Pyridine (+) 5 m l  

Hexaméthyldis i lzzane  EOPKIN e t  WULIAMS 1 , 5  m l  

Trim-thyl ch lo ros i l ane  LIGHT 1 m l  

(+) La pyridine e s t  deshydratée en l a  maintenant pendant 15 à 24 h en 
présence d'oxyde de baryum. E l l e  e s t  ensu i t e  d i s t i l l é e  e t  conservée 
s u r  hydrure de calcium dans des flacons opaques. E l l e  e s t  enf in  
débarrass6e de l ' a i r  q u ' e l l e  cont ient  par l e  passage d'un courant 
d'argon ou d 'azote .  



Aprgs une heure de  contac t ,  l a  so lu t ion  (5 à 10 p l )  e s t  soumise à l 'ana-  

lyse  chromatographique. 

3 - Chromatographie en phase gazeuse. Les condit ions 

expérimentales s o n t  l e s  suivantes : 

- Colonne de v e r r e  de 4, 6 x 2 ,1  m 

- Support de C e l i t e  (mesh 80-100 ; lavée aux a l c a l i s  et aux ac ides)  - 
e t  de butane -1,4-di01 succinate  polyes ter  à une concentrat ion de 20 p.100 

(p:p). 

- Température : 142OC 

- Débit du gaz vecteur (argon) : 25-30 m l / m  

- Température du détec teur  ( i o n i s a t i o n  auygo s r )  

- Tension du détec t eu r  700 V 

4 - Résu l t a t s .  Les auteurs ont  appliqué c e  procédé à l ' é tude  

de l a  composition en oses neutres de glycannes cons t i tuan t  des séc ré t ions  

gas t r iques  e t  s a l i v a i r e s .  La comparaison des r é s u l t a t s  q u ' i l s  ont  obtenus 

avec des méthodes c l a s s iques  de dosage l e u r  permet de conclure que l a  

marge d 'e r reur  est de l ' o r d r e  de O à 12 p.100. 

NOTA. Parmi les nombreux procédés de chromatographie en phase gazeuse - 
des t r iméthyls i ly l -dér ivés  des oses q u i  ont  été d e c r i t s ,  nous avons r e t e -  

nus les deux procédés suivants  q u i  semblent donner des r é s u l t a t s  s a t i s f a i -  

san t s .  Ils n 'ont ,  t ou te fo i s ,  pas encore reçu d 'appl ica t ions  dans l e  do- 

maine des glycoprotides.  

Procédé de RICHEYl et c o l l .  (369) 

- Colonnes (6mm x 2,4m)de polyéthylène glycol  succinate  (15 p.100) 

s u r  chromosorb (AW) W (mesh 80-100) - 
- Température 160°C 

- Gaz vecteur  : argon 

Selon les auteurs , l e s  e r r e u r s  de dosage sont  de l ' o r d r e  de 10 p.100. 

Procédé de SAWARDEKER e t  SLONECKER (370) 

- Colonnes de Carbowax 20 M s u r  Chromosorb W t r a i t é  par  11hexam6- 

thyldisylazane.  



- Débit du gaz vecteur  (helium) : 100 ml/mn 

- Température de l a  colonne : 170°C 

- Température du détecteur : 270°C 

- Température de l ' i n j e c t e u r  : 300°C 

C e  procédé semble s a t i s f a i s a n t  puisque l e s  e r r e u r s  de dosage nleyc&dent 

pas lp.100. Il a fourni ,  e n t r e  nos mains, d 'excel lents  r é s u l t a t s  (vo i r  
A3den3um p. 113) 

2 - PROCEDE DE BOLTON, CLAMP e t  c o l l .  (371)(voir Addendum p. 113) 

Principe.  Les méthylglycosides obtenus par méthanolyse des glycoprotides 

son t  transformés en t r im6thy l s i ly ldé r ivés  e t  soumis à l a  chromatographie 

en phase gazeuse su r  des colonnes de 3 , l  p.100 " s i l i cone  gum rubber" 

SE-30 sur  Diatoport S. Le procédé permet de doser,  non seulement les oses 

neutres,  mais auss i  les osamines et  1 ' acide N-acétylneuraminique. 

Mode opéra to i re .  

1 - Méthanolyse. Une q u a n t i t é  de glycoprotides correspondant 

B 0,25 mg de glucides to taux e s t  addit ionnée de 0,05 mg de glucose. La 

so lu t ion  e s t  séchée s u r  P O pendant 12 h. Le résidu sec  e s t  méthanolysé 
2 5 

par  chauffage à l ' é b u l l i t i o n  pendant 24 h avec 5 m l  de méthanol anhydre 

0 , 5  N en HC1. La s o l u t i o n  est évaporée, pendant 6 h, sous v ide  à s i c c i t é  

en présence de potasse e t  l e  résidu est t r a i t é  pendant 24 h, à 20°C, par 

une solu t ion  d'anhydride acét ique (0,25 ml) dans l e  méthanol (0,75 ml) en 

présence de quelques milligrammes d ' acé ta te  d 'argent  de manière à réacé- 

t y l e t  l e s  composés N-désacétylés (WHITE) (372). Le f i l t r a t  est évaporé 

sous vide a s i c c i t é  pendant 24 h en présence de  KOH. 

2 - Triméthyls i ly la t ion .  Le s i r o p  obtenu est t r i t u r é ,  

pendant 5 à 10 mn, avec 0 , l  m l  de l a  so lu t ion  de s i l y l a t i o n  (pyridine/  

triméthylchlorosilane/hexan6thyl-diçilazane : 5 : 1 : 1 ) .  Des quan t i t é s  

de solu t ion  de l ' o r d r e  de 0,5 à 1 p l  sont  e n s u i t e  soumise à l ' ana lyse  

chromatographique dans l e s  condit ions suivantes . 
3 - Chromatographie en phase gazeuse 

- Colonnes de v e r r e  de 3,2mm x 1,8 m . 
- Support del's il icone gum rubber" SE-30 ( 3 , l  p. 100) s u r  



Diatoport-S (mesh - 80-100) (+) i n t r o d u i t  dans l a  colonne suivant  l e  procédé 

de HORNING, MOSCATEXLI e t  SWEEXEY (373). 

- Gaz vecteur : azote  

- Températures : 15S°C pour l e s  oses neutres (30 mn environ), 

puis  183OC ( a t t e i n t e  à r a i son  de 1 0 ~ ~ / m n )  pour les osamines et 21S°C 

( l o O ~ / m n )  pour 1 ' acide  N-acétylneuraminique. 

4 - Résul ta ts .  Les temps de ré t en t ion  des composés sont  l e s  

su ivants  (par  rapport au triméthylsilyl-a-D-méthylgalactopyrannos ide  : 

a-L- fucose O, 34 

f3-L- fucose 0,37 

a-D-mannos e 0,83 

fi- D-mannos e 0,96 

a-D-galactose 1 

f3-D-galac t o s e  1,15 

p-D-N-acétylglucosamine 292 

a-D-N-acétylglucosamine 2 ~ 4  

a-D-N-acétylgalactosamine 233 

Acide N-acétylneuraminique 3,2 - 3,3 

Les auteurs ont  appliqué c e  procédé à l ' ana lyse  de globulines 

yA et yG et de l eu r s  glycopeptides, de l'ovalbumine et d 'osides du l a i t  de 

Femme . Ils ont  observé une remarquable concordance e n t r e  les r é s u l t a t s  

fournis  par  l a  chromatographie en phase gazeuse et par  les méthodes 

c l a s s iques  de dosage des g lucides .  

3 - PROCEDE DE SAWARDEKER, SLONEKER et  JEANES (374) 

Principe.  Les dérivés peracéty lés  des a l d i t o l s  sont  séparés e t  dosés par  

chromatographie en phase gazeuse su r  ECNSS-M. Le procédé o f f r e  l 'avantage 

de conduire à des diagrammes simples puisque l e s  formes a-B e t  y des oses 

sont  é l  imin8es. 

(+) F and M Corp. 



Mode opéra to i re .  

1 - Réduction c t  peracéty la t ion .  Les oses son t  r é d u i t s  par  

l e  borohydrure de sodium q u i  e s t  ensu i t e  d é t r u i t  par  l ' a d d i t i o n  d 'acide 

acé t ique .  La solu t ion  est évaporée à s i c c i t é  et l e  rés idu  obtenu est 

t r a i t 6  a r e f l u x  pendant 4 ha avec .un mélange ( l m 1  p. 100 mg d'oses) 

d'anhydride acé t ique  e t  de pyr id ine  (1 : l ) .  Du pe racé ty lxy l i to l  est a j o u t é  

corne témoin in terne .  

2 - Chromatographie. Les r é s u l t a t s  les plus s a t i s f a i s a n t s  ont  

Bté obtenus avec une colonne de 6,3mm x 3 m . renfermant du Gas-chrom 

Q (mesh 100-200) à 3 p. 100 dlECNSS-M dans l e s  condit ions expérimentales 

su ivantes  : 

- Température de l a  colonne 190°C 
II du dé tec teur  270°C 

de l ' i n j e c t e u r  300°C 

- Débit du gaz vecteur (helium) : 60 m l / m  

3 - Résu l t a t s .  Les auteurs obtiennent d lexce l l en tes  sépara- 

t ions  des a l d i t o l s  su ivants  : f u c i t o l ,  mannitol, g a l a c t i t o l ,  g l u c i t o l  

( e t  g lycé ro l ,  é r y t h r i t o l ,  rhamnitol, r i b i t o l ,  a r a b i n i t o l )  avec une récu- 

péra t ion  q u a n t i t a t i v e  des composds (e r reur  : + 2 p.100). 

Ce procéd6, q u i  n ' a  pas encore reçu d 'appl ica t ion  dans l e  

domaine des glycoprotides, devra i t  représenter  l a  méthode de choix pour 

i d e n t i f i e r  e t  doser les oses neut res .  

E - ELECTROPHORESE SUR PAPIER DES OSES NEUTRES 

De nombreuses méthodes de sépara t ion  su r  papier  des oses 

neut res  ont  é t é  d é c r i t e s .  Jusqulà  présent ,  e l l e s  ont  été appliquées 

essentiel lement à 1' i d e n t i f i c a t i o n  de ces composés et non à l eu r  dosage. 

Leur emploi r e s t e  très l i m i t é  c a r  l e s  sépara t ions  ne sont  pas toujours 

s a t i s f a i s a n t e s .  En ou t re ,  e l l e  nécess i t e  un appare i l l age  p a r t i c u l i e r  

puisque les électrophorégrammes sont  généralement ef fec tués  sous des 

t ens ions élevées . 



Nous nous bornerons a renvoyer l e  lecteur aux revues g6nérales 

de FRAHN e t  MILLS (375) e t  de FOSTER (376) dans lesquelles il trouvera 

l e s  conditions de séparation &lectrophor6tique des oses e t  des polyols. 



CONCLUS IONS GEXERALES ! 
Les conclusions générales que nous pouvons tirer apres l ' é tude  

bibl iographique e t  technique que nous avons r é a l i s é e  il propos des dosages 

chromatographiques des oses sont  l e s  su ivantes  : 

1 - Dans l e  cas  p a r t i c u l i e r  des glycoprot ides animaux, pour lesquels  l e  

probleme de l ' i d e n t i f i c a t i o n  et du dosage des oses neutres se limite au 

galactose,  au glucose, au mannose, au fucose et au xylose, de nombreux 

procédés de chromatographie s u r  papier  et s u r  colonnes permettent d 'effec-  

tue r  les déterminations de rapports  molaires B 1 p.100 près.  

La chromatographie en phase gazeuse representera  le proced6 

de choix rap ide  et sens ib le ,  quand l ' expér ience  aura  prouvé sa valeur.  

Déjh, des procédés s a t i s f a i s a n t s  de sgpara t ion  des t r im6thylsi lyl-0-  

méthylglycosides ont  été d é c r i t s .  Ils seront  supplantés par  les méthodes de 

sépara t ion  des polyols  obtenus par réduction des oses q u i  fournissent  des 

diagrammes chromatographiques tres simples. 

Toutefois ,  q u e l l e  que s o i t  l a  va leur  des d i f f é r e n t e s  méthodes, 

il nous p a r a f t  indispensable d 'appliquer b l ' ana lyse  d'un hydrolysat de 

glycoprotide au moins deux procédés de dosage des oses neu t res  entièrement 

d i f  fg ren t s  dans l e u r  principe,  en associant ,  par  exemple, la  chromatogra- 

phie  s u r  papier ,  l a  chromatographie s u r  colonnes d'échangeurs d'ions e t  la  

chromatographie en phase gazeuse. 

2 - Au c o n t r a i r e ,  l e  problème de l 'hydrolyse des glycannes r e s t e  e n t i e r .  

On connaît  encore t r è s  mal l ' a c t i o n  des ac ides  s u r  l e s  oses, - des t ruct ion  

e t  t ransos idat ion  -, en p a r t i c u l i e r ,  en présence d 'aut res  cons t i tuan t s  

corne les osamines, les acides uroniques, l e s  acides s i a l i q u e s  et les 

protides.  Les recherches doivent,  actuellement, ê t r e  o r i en tées  dans ce 

sens . 
C'est pourquoi, f a u t e  de renseignements prhcis ,  il est nécessa i re  



d 'e f fec tue r  des hydrolyses c inbt iques  des glycoprotides de manière b 

s a i s i r  les mei l leures  cnndit ions d'hydrolyse. 

Sur la quest ion de l 'hydrolyse des osides,  nous partageons 

entièrement l e  point  de vue de PIEUBERGER e t  MARSHALL (377) : 

"Hydrolys is by a c i d  poses t h e  mos t formidable problem encountered i n  

the  carbohydrate ana lys i s  of glycoproteins", 

.. - 
NOTE A LA CORRECTION : 

Pendant que s ' é l a b o r a i t  l e  présent  mémoire, l e s  recherches s e  

poursuivaient au l abora to i re  en vue de p rec i se r  l e s  condi t ions  B appliquer 

aux glycoprot6ines pour hydrolyser quantitativement l e s  l i a i s o n s  glycosidyl  

des oses "neutres" e t  nous appor ta ient ,  enf in ,  une solu t ion  à ce problème. 

Les r é s u l t a t s  que nous avons obtenus, a i n s i  que quelques proc6dés m i s  au 

point dans d ' au t res  l abora to i res ,  font l ' o b j e t  d e  l'bddendum de l a  page 

113. 



1 - SOLUTION DU PROBLEME DE LA CHROMATOGRAPHIE QUANTITATIVE DES OSES 

"NEUTRES" CONSTITUANT LES OSIDES LIBRES OU CONJUGUES 

L'applicat ion,  à l ' é tude  de l a  composition molaire des osides,  

des procédés d'hydrolyse, de pur i f i ca t ion  s u r  échangeurs d ' ions e t  de chro- 

matographie q u a n t i t a t i v e  s u r  papier que nous avons d é c r i t s  plus haut 

conduit à des r é s u l t a t s  inconstants. En e f f e t ,  on observe t a n t a t  une dis-  

cordance e n t r e  les dosages colorimétriques et l e s  dosages chrornatographiques 

e t  t a n t a t  une concordance pa r fa i t e .  Pour ob ten i r  de l a  méthode des r é s u l t a t s  

r é g u l i e r s  et reproductibles , nous avons v é r i f i é  systémat iquement les d i f  fé- 

ren tes  étapes du procédé de maniere à révé le r  l e  mode opéra toi re  q u i  é t a i t  

l a  cause de l ' e r r e u r ,  Cel le-c i  pouvait se s i t u e r  au niveau : 

A - de la  chromatographie quan t i t a t ive ,  

B - de l 'hydrolyse, 

C - de l a  pur i f i ca t ion  s u r  échangeurs d'ions. 

A - ETUDE DE LA CHROMATOGRAPHIE QUANTITATIVE 

L'étude bibliographique e t  technique de nombreux procédis de 

dosages des oses "neutres" par chromatographie s u r  papier,  s u r  couche mince, 

s u r  colonnes e t  en phase gazeuse nous a permis de conclure que ces dern ie r s  

n ' é t a i e n t  pas responsables du d é f i c i t  que nous observions. 

Les r é s u l t a t s  que nous avons obtenus à l a  s u i t e  de c e t t e  étude 

c r i t i q u e  ont été rassemblés dans une récente  monographie (MDNTREUIL, SPIK 

et K O N A R S K A ) ( ~ ~ ~ ~ )  dont l e s  conclusions générales é t a i e n t  les suivantes : 

1') - Nous avons rassemblé dans l e  tableau V I 1 1  (p. 114 ) l e s  r é s u l t a t s  que 

nous avons obtenus en appliquant divers procédés chromatographiques au 

dosage d'oses "neutres" purs, présents  dans des solut ions  t i t r é e s .  On v o i t  

que les erreurs  p.100 va r ien t  dans de l a rges  proportions suivant  les pro- 

cédés u t i l i s é s  . 
Les techniques les plus prkcises (er reur  de + 1 à 2 p.100) sont - 

1 )  les méthodes de dosage par chromatographie s u r  papier  de HUGUES e t  

JEANLOZ (é lu t ion  des taches révélées par l e  p h t a l a t e  d ' a n i l i n e  ; v o i r  p.761, 



Tableau VI11 (suite) 

Procédés de dosage Ph ta la te  d ' a n i l i n e  Acétate Oxydation 
(d l  d ' a n i l i n e  ( e l  periodique (f) 
- 

Procédés 
chromatographiques 

P r 6 c i h n  des mgthodes 
appliquées à des solu- 
t ions  t i t r é e s  d 'oses 

+ 4 à 10 p.100 

Valeur du rapport  
mannose/galac t o s e  dans 
1 ' ovomucoilde 

Couche mince 

Pr& is  ion + 5 p.100 - 
(dl  Procedé de WARD e t  WkLBORG (vo i r  MONTREUIL, SPIK et KONARSKA ; p. 21) (377b) . 
(e l  Procédé de WALBORG,C:ZkL',ISTENSSON e t  GARDEU (voi r  p. 101) 
(f) Procédé de SAMüELSON e t  STROMBER (vo i r  MONTREUIL, SPIK e t  KONARSKA ; p. 102) (377b) . 

Phase gazeuse Echange d ' ions Partage su r  
échangeurs d ' ions 



de DATE modifiée ( é lu t ion  des taches révélées  par l e  c i t r a t e  d ' a n i l i n e  ; 

v o i r  MOMIREUIL, SPIK e t  KONARSKA ; p.77 ( 3 7 7 ~ ) )  e t  de MONTREUIL et c o l l .  

(méthode réductirnétrique au fer r icyanure  ; v o i r  p.89) ; 2)  l e s  procédés 

de chromatographie d'échange d ' ions  de WUBORG, CHRISTENSSON e t  GARDGLL 

(vo i r  p. 101) et  de chromatographie de par tage  s u r  échangeurs d ' ions de 

SAMUELSON et STROMBER (voi r  MONTREUIL, SPIK e t  KONARSKA ; p. 102) (377d ) ; . 

3) c e r t a i n e s  méthodes de chromatographie en phase gazeuse. 

Les procédés l e s  moins p réc i s  peuvent ê t r e  u t i l i s é s  pour confir-  

m e r  des r é s u l t a t s  obtenus par  l ' a p p l i c a t i o n  de méthodes plus rigoureuses 

afin d 'éca r t e r  t o u t  r i sque  d ' e r reu r  g r o s s i è r e  e t  pour ob ten i r  une première 

approximation de l a  concentrat ion en oses d'un hydrolysat ,  de rnaniere à 

é v i t e r  les tâtonnements dans l a  confect ion des chromatogrannnes. 

Au l abora to i re ,  nous réa l i sons  un premier "dosage" par  le  procé- 

dé d lappréc ia t  ion v i sue l l e ,  appliqué par p lus ieurs  opérateurs (vo i r  MON- 

TREUIL, SPIK e t  KONARSKA ; p. 39) (377e). Des déterminations p réc i ses  sont  

ensu i t e  ef fec tuées  en appliquant l e s  procédés de chromatographie quanti ta-  

t i v e  s u r  papier  des oses "neutres" de HUGUES e t  JEANLOZ, de DATE rnodif i 6  et  

de MDNTREUIL e t  c o l l .  Dans c e r t a i n e s  analyses dont l e s  r é s u l t a t s  doivent 

ê t r e  acquis  avec une c e r t i t u d e  absolue e t  avec une grande préc is ion ,  nous 

appliquons, en out re ,  l e  procédé de chromatographie s u r  colonnes d'échan- 

geurs d '  ions de WALBORG ef a l .  

2') - Nous avons rassemblé dans l e  tableau V I 1 1  (p.114 ) l e s  va leurs  du 

rapport  mannose/galactose que nous avons obtenues en appliquant  d i f f é r e n t s  

procédés de dosage chromatographique à l ' é t u d e  d'un hydrolysat  d'ovomucoYde. 

On v o i t  que l e s  va leurs  va r i en t  peu d'un procédé 2 un a u t r e .  Ce r é s u l t a t  con- 

firme n o t r e  première conclusioiz eb nontre  que de nombreux procédés chroma- 

tographiques permettent de doser Ica oves "neutres" avec une préc is ion  

s a t i s f a i s a n t e  ou absolve,  



B - ETUDE DE L'HYDROLYSE 

Nous avons vu plus haut (p. 54) que l e s  oses é t a i e n t  s t a b l e s  en 

présence de l ' a c i d e  chlorhydrique 1 à 2 N, à 100"C, pendant 2 à 4 h.  Toute- 

fo i s ,  une cause d ' e r reur  pouvait s e  g l i s s e r  dans l ' i n t e r p r é t a t i o n  de nos 

r é s u l t a t s .  En e f f e t ,  l a  s t a b i l i t é  des oses a v a i t  é t é  é tud iée  à l ' a i d e  de 

dosages colorimétriques ef fec tués  par l a  méthode à l ' o r c i n o l  sul fur ique  de 

RIMINGTON. O r ,  1 lac i d e  chlorhydrique pouvait parfaitement avoir  d é t r u i t  une 

c e r t a i n e  proportion des oueç en donnant des chromogènes q u i  réagissa ient  

avec 1 'orc inol  sul fur ique .  Pour él iminer c e t t e  cause d ' e r reur ,  nous avons 

soumis des so lu t ions  t i t r é e s  d'oses à l ' a c t i o n  de l ' a c i d e  chlorhydrique et ,  

après p u r i f i c a t i o n  s u r  échangeurs d ' ions,  naus avons dosé les oses par 

chromatographie s u r  papier . 
L'examen du tableau I X  (p.  117) montre que les oses sont  s t a b l e s  

dans les c o n d i a n s  d'hydrolyse des osides. 

A l a  s u i t e  de ces travaux, l'énigme du " d é f i c i t  chromatographi- 

que" s u b s i s t a i t  donc e t ,  contrairement à l a  conclusion de no t re  récente 

monographie (MûNTREUIL, SPIK e t  KONARSKA ; p. l l l ) ,  l a  cause d ' e r reur  ne 

semblait pas provenir de l 'hydrolyse même des osides,  En e f f e t ,  nous ob- 

servions des per tes ,  même en t r a v a i l l a n t  s u r  des so lu t ions  chlorhydriques 

d'oses purs ,  En outre ,  l e  proc6d6, appliqué à l'ovomucoïde, donnait t a n t a t  

des r 6 s u l t a t s  non d é f i c i t a i r e s  e t  t a n t a t  des r é s u l t a t s  par  défaut .  Dans c e  

dernier  cas, l e  pourcentaye de l ' e r r e u r  é t a i t  constant quel les  que soient  
"- 

les condit ions de l 'hydrolysc ( ~ c l  1 à 2 N, à 100~C, pendant des temps 

var iant  de 1 à 4 h) . On ne pouvait donc invoquer une hydrolyse incomplète 

des l i a i s o n s  osidiques.  La cause d 'er reur  ne  pouvait donc plus s e  trouver 

que dans l e  procédé de pur i f i ca t ion .  



Tableau I X  

Rdcupération du galactose et  du namose e t  d6tenaination du rapport mannose/galactose après 

chromatograghie quant i ta t ive  sur  papler de solut  ions titrées d'oses purs, 
: 

(a) ProcBdé de HUWES et JKANLOZ (voir  p. 76). 

Cb) Procédé de HONTREUIL et c o l l .  (voir p. 89). 

Traitement subi  

par l a  solution -' 

avant l e  passage 

sur  échangeurs 

d ' ions 

Solut ion aqueua e 

non t ra i tGe 

Solution dans 

WC1 1,s N non 

chau f f de 
7 

* 

Dosage du galactose et du mannose Rapport mannoae/galac tose  

Quanti+& 
théoriques 
de chacun 
des os es 

0,96 

Solution dans H C l  

1,5 N maintenue 8 :  

: 100uC pandant 1,5h. 

. ,  : 

Procéd4 au f e r r i -  Valeur Procedd ProcédB 
cyanure Cb) théorique au au 

phtala te  ferricya- 
Galactose Unnose d ' an i l i ne  nure 

Pracéda au phtala te  
d ' an i l ine  (a) 

l_i 

l o o p g  

95,5 

Galactose 

100,z t 
9%,7 

la) vg 

Mannose ' 

101,8 95,l 97,6 

100 

-- 

100,3 97 2 

I 

100 

- 

96,8 

- -  

1,03 0,97 



C - ETUDE DU PROTOCOLE EXPERIMENTAL DE LA PURIFICATION DES HYDROLYSATS 

Dans une première s é r i e  de recherches, nous avons vé r i f i é ,pa r  

des dosages calorimétriques, que l e s  oses s e  re t rouvaient  quantitativement 

dans l e s  e f f l u e n t s  de colonnes J'échangeurs d f  ions. Ces de rn ie r s  ne  r e t i en -  

nent donc pas e t  n e  dé t ru i sen t  pas les oses. 

Dans une seconde s é r i e  de recherches, nous avons observé que les 

d é f i c i t s  chromatographic,ues s'accompagnaient toujours de 1 ' appar i t ion  d 'os i -  

des s u r  les chromatograrmes. La f igure  23 (p.119 ) e s t ,  à cet égard, d6mons- 

t r a t i v e .  Il s ' a g i t  de l a  chrozatographie d'hydrolysats de l a c t o s e  ef fec tués  

en présence de 14~-glucose.  Dana un cas  (Fie.  23/2), l a  récupérat ion chroma- 

tographique des oses é t a i t  efLective ?- 100 p.100 ; dans l ' a u t r e  cas e x i s t a i t  

un "dbf ic i t  t2hromatographiquer' de près de 25 p.100. La f i g u r e  2311 montre 

que de nombreux osides sont  apparus s:lr l e  chromatogrme.  

O r ,  l 'hydrolyse du l a e t n s e  é t a i t  e f fec tuée  dans des condit ions 

(voi r  p. 36) q u i  ne  provoquent pas de t ransos idat ion .  Ce t t e  derniEre ne 

pouvait donc s ' e f f e c t u e r  qu'au cours cle l a  concentrat ion des e f f l u e n t s  de 

colonnes. 

Dans une derniere  s é r i e  d'expériences, nous avons v é r i f i é  c e t t e  

hypothèse e t  décelé l ' u l t i m e  cause d ' e r reu r  dont 1161imination supprime l e  

"dé f i c i t  chromatographique" des oses "neutres". En e f f e t ,  nous avons obser- 

ve  que les formes formiate des échangeurs d'anions, quels q u ' i l s  so ien t  

(Duolite A-102-D ; Dowex 1 x 2.; ), l a i s s a i e n t  souvent passer dans l e s  solu- 

t ions  e f f l u e n t e s  des f a i b l e s  t r aces  d 'ac ide  chlorhydrique (0,3 a 0,8 mg 

dans l e s  condi t ions  expérimentales d é c r i t e s  aux p a ~ e s  66 e t  67 : 2; m l  

d 'acide chlorhydrique 1 , 5  N s u r  une colonne (2 x 40 cm) de Duolite-A-4û 

(forme formiate)  ; lavage avec 500x1 d'eau d t s t i l l 6 e . ) .  Ces dernières  sont 

s u f f i s a n t e s  pour provoquer des t ransos i d a t  ions au cours de 1 'évaporation à 

s i c c i t é  des s o l u t  ions "neutres:' e f f?uen tes  ccnne nous avons pu l e  v e r i f  i e r  

en évaporant en exs iccateur  10 m l  dlui:e s o l i ~ t i o n  de galac tose  (15 mg) e t  de 

mannose (15 mg) contenant 0,7 mg d 'ac ide  chlorhydrique (Fig.24 ; p.12 0). 

Cet te  cause d ' e r reu r  peut être él iminée en u t i l i s a n t  des colonnes 

d'échangeurs d'anions --.- so:is l a  forme a c é t a t e  q u i  re t iennent  quanti tat ivement 



Figure 23 
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Chromatographie, duir le syet?bne-solvant a n-butanol/acida acdtique/eau 
(4:lrS), d'hydrolyratechlorhydriquao(~~1 1,s N ; 1,5 h ; 100°C) de lac- rjn:;;;:i.: 

- toee en prbrence de l4~-~1ucose. A : rbv6lation par le rdactif B l'oxir*, *--'-' 
" V a t e  d'aniline ; 1 r autoradiographie, En 1, subristait de l'acide chla- 

rhydrique. 
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Figure 24 
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Chromatographie d'une solution aqueuse (10 ml) de galactose et de mannose . . 
-, (15 mg) 6vaporde en exsiccateur, additionnee (2) ou non (1) de 0.7 mg 
' -d'acide chlorhydrique. Chromatographie dans le systeme-solvant : n-butanoll 
- acide acétique/eau (4: 1:5), 
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les ions chlore.  Toutefois, pour l e  cas  où des t r aces  de ces  derniers  subsis-  

t e r a i e n t  encore, nous préconisons d 'ef fec tuer  l a  concentrat ion sous pression 

rédu i t e  des so lu t ions  ef f luentes  en év i t an t  d'évaporer à s i c c i t é  e t  en ajou- 

t an t  à plus ieurs  r epr i ses  du méthanol quand l e  volume des solut ions  a t t e i n t  

quelques mi l l i l i t r es .  

Appliqué à des hydrolysats  d'ovomucoïdes, e f fec tués  en présence 

de 14~-glucose, l e  procede e s t  s a t i s f a i s a n t  puisque n i  l e  r é a c t i f  à l toxa-  

l a t e  d ' an i l ine ,  n i  l 'autoradiographie ne révèlent  de t ransos idat ion.  

(Fig . 25 ; p. 122). 

II - PROCEDES RECENTS DE CHROMATOGRAPHIE QUANTITATIVE DES OSES "NEUTRES" 

A - Chromatographie en couche mince 

1 - mZARj  MOCZAR, SCHILLINGER et ROBERT ( 377f) ont réceuxnent d é c r i t  

une méthode de chromatographie s u r  couche mince qu i  permet de doser des 

quant i tés  de l ' o r d r e  de 1 a 2 pg de galactose,  de glucose; de mannose, de 

fucose, de glucosamine e t  de galactosamine avec une e r reur  de l ' o r d r e  de 

+ 2 p.lOO. Le mode opéra toi re  est l e  suivant  : - 
Les hydrolysats de glycoprotides (HC1 2 N, 100°C pendant 1,5 à 

3 h, pour les oses "neutres" ; H C 1  4 N,  100°C pendant 4 à 8 h, pour les 

osamines) sont  chromatographiés s u r  chromatoplaques Eastman Kodak 511 V 

(10 x 10 cm), préalablement imprégnés d'une solut ion de phosphate 0,2 M de 

pH 6,8. Les oses neutres  sont séparés à l ' a i d e  du systgme-solvant : - p r o -  

panol/acétate d ' éthyle/eau (5: 1: 1)  (voi r  l a  descr ip t  ion d'un procédé ana- 

logue par  ANDERSON et sToDDARDT)(S~~~ ) e t  l e s  osamines, à l ' a i d e  du syste-  

me-solvant : éthanol/solut ion d'ammoniac à 25 p.l00/eau (85:0,5:14,5) 

La révéla t ion des glucides est effectuée en plongeant les plaques 

dans un r é a c t i f  au chlorure de tr iphényltétrazolium (TTC) obtenu en mélan- 

geant, à volumes égaux, une so lu t ion  à 1 g de TTC pour 100 m l  d'éthanol e t  

une solut ion,  fraîchement préparée, à 1 g de soude pour 100 m l  de mhthanol. 

La co lo ra t ion  rouge est développée en maintenant l e s  plaques à go0C, pendant 

15 mn, en atmosphgre sa turée  d'eau et son i n t e n s i t é  est déterminée à l ' a i d e  

d'un densitomètre (Photovolt Corp.). L e s  r é s u l t a t s  sont  proportionnels de 
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Figure 25 

Chromatographie, dans le systhe-solvant : n-butanol/acide acetique/ 
eau (4: 1:5), d'un hydrolysat d'ovomucofde en présence de 14~-~lucosc. 
A : revélation par le reactif l'oxalate d'aniline ; B : autgrq- , , 

1 - .  diographie. , .  L , .  . .  , - . . 



0,25 à 2 pg et précis  à + 2 p.100 (pour 5 à 6 dhterminations) (+ 5 p.100 - - 
dans l e  cas  du fucose). 

2 - NICOT, CHEFTEL et MORETTI (377h) ont  adapté l a  méthode chromatographique 

su r  couche mince de VOMHOF, TRUITT e t  TUCKER (3771.) au dosage de quant i tés  

de l ' o r d r e  de 40 pg de galactose e t  de mannose : l e s  hydrolysats  chlorhydri- 

ques, p u r i f i é s  su r  colonnes d'&changeurs d ' ions suivant  l e  protocole expéri- 

mental que nous avons d é c r i t  (voi r  p. 63) sont  chromatographiés su r  couche 

mince de c e l l u l o s e  300 MN sans l i a n t  dans les systèmes-solvants : acide 

fonnique/ter-butanol/méthyl-éthylchtone/eau (15:40: 30: 15) (deux chrornatogra- 

phies successives de 2 h l ,  puis a c é t a t e  dféthyle/pyridine/eau (30:15:10) 

( troisigme chromatographie de 1,s h ) .  Les oses, repérés par des témoins 

la teraux révélés  par l e  r é a c t i f  au n i t r a t e  d 'argent  de TREVELYAN e t  a l .  

(voir  p. 73), sont  é lués  avec 1 m l  d'eau e t  dosés par l a  méthode de NELSON 

(3773) e t  SOMOGYI (377k) après 15 mn de réac t ion  pour l e  galac tose  et  30 mn 

pour l e  mannose. 

B - Chromatographie en phase gazeuse 

Bien que nous l 'ayons d é c r i t  dans une récente  monographie 

(MONTREUIL, SPIK e t  KONARSKA ; p. 26 )  (37711, nous rappellerons l ' é légant  

procédé de CLAMP e t  c o l 1  . (BOLTON, CLAMP, DAWSON e t  HOUGH (377m) ; CLAMP, 

DAWSON e t  HOUGH (377n,3770)) q u i  permet de doser en une seule  opérat ion 

chromatographique l e s  tr iméthyl-s i lg l -dé r  ivés des méthyl glycos ides  des 

oses suivants  : galactose,  glucose, mannose, fucose, N-acétyl-glucosamine, 

acide N-acétylneuraminique . Ces derniers  sont  obtenus par méthanolyse des 

osides l i b r e s  ou conjugués, s u i v i e  d'une N-réacétylation des fonctions 

aminées e t  d'une triméthyl-s i l y l a t  ion. 



CHROMATOGRAPHIE QUANTITATIVE 

DES 

ACIDES s IAL IQUES 

- 

Les acides s i a l i q u e s  se trouvent en pos i t ion  "externe" dans 

les molécules de glycoprotéides. En out re ,  l e s  l i a i s o n s  s i a l y l ,  de type 

cé tosy l  sont  extrêmement sens ib les  Zi l ' a c t i o n  des acides e t  l e u r  hydrolyse 

devra i t  donc permettre de l i b é r e r  facilement e t  en t o t a l i t é  l e s  acides 

s i a l i q u e s  du r e s t e  de la molécule glycoprotidique. Malheureusement, connue 

dans le  cas  des acides uroniques, c e r t a i n e s  l i a i s o n s  s i a l y l  sont  par t icu-  

lièrement r é s i s t a n t e s  e t  l eu r  hydrolyse chimique s'accompagne souvent 

d'une des t ruct ion  p a r t i e l l e  des acides s i a l i q u e s  . En outre ,  1 ' ac t ion  des 

s i a l i d a s e s  est rarement complète. La chromatographie des acides s i a l i q u e s  

s e r a  donc essentiel lement q u a l i t a t i v e  e t ,  dans l e  cas  où p lus ieu r s  acides 

s i a l i q u e s  seront  présents  dans les glycoprotides,  l a  détermination de l e u r s  

rapports  molaires ne pourra s ' e f f e c t u e r  que dans l a  mesure où l'expérimen- 

t a t e u r  aura  la c e r t i t u d e  d 'avoi r  hydrolysé quantitativement l e s  l i a i s o n s  

s i a l y l .  

1 - HYDROLYSE DES LIAISONS SIALYL 

Les l i a i s o n s  s i a l y l '  peuvent être hydrolysées par  v c i e  

chimique ou par  voie  enzymatique. 

Selon COURTOIS, L_",BB~T e t  BARUCOURT (3781, "1 'hydrolyse des 

l i a i s o n s  s i a l y l  est un compromis e n t r e  l a  des t ruct ion  e t  l a  l i b é r a t i o n  des 

ac ides  s ia l iques" .  Q u ' e l l e  s o i t  l e  prélude il l ' a p p l i c a t i o n  de méthodes 

de dosage colorimétrique , comne c e l l e s  de WARREN ou dlAMINOFF, ou de 

dosage chromatographique des acides s ia l iques ,  1 'hydrolyse des l i a i s o n s  

s i a l y l  do i t  f a i r e  l ' o b j e t  d'une double é tude  c r i t i q u e  portant  s u r  l a  
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s t a b i l  i t é ,  d'une p a r t  des ac ides  s i a l iques  eux-mhes, e t ,  d ' au t re  pa r t ,  

des l i a i s o n s  s i a l y l ,  vis-à-vis de l ' agent  d'hydrolyse u t i l i s é .  

Les s o l u t  ions d i luées  d 'ac ide  chlorhydrique et d lac  ide sul fu-  

r ique s o n t  l e  p lus  généralement employées, à. des concentrat ions,  à des 

températures e t  pendant des temps variables, pour hydrolyser les 1 iaisons 

s i a l y l  des sialo-conjugués . Toutefois ,  d 'aut res  agents  d'hydrolyse ont  

é t é  préconisés par  d i f f é r e n t s  auteurs ,  comme l ' a c i d e  t r i c h l o r a c é t  ique 

0 ,3  N à 100°C pendant 8 minutes KOHN, WINZLER e t  HOFFMAN (379) ou à 

5 p. 100, à 80°C, pendant 1 heure SAIFER et  GERSTENFELD (380) ; RZECZYCKI 

(381) , m a i s  ces procédés n 'ont  reçu  qu'un nombre l i m i t é  d 'appl ica t ions  et 

n'ont pas f a i t ,  en outre,  l ' o b j e t  d'études c r i t i q u e s .  Leur u t i l i s a t i o n  

n ' e s t  donc pas à l ' a b r i  de causes d 'e r reur .  

Les cond i t  ions d' hydrolyse su l fu r ique  ou chlorhydrique génera- 

lement appliquées l a  rupture  des l i a i s o n s  s i a l y l  sont  les suivantes : 

- Autohydrolyse lorsque la teneur en ac ides  s i a l i q u e s  du 

composé est très é levée  comte dans le  cas  des mucines sous-maxillaires 

(BLIX e t  c o l l .  (3V2). 

- HC1 ou S04H2 0 , l  N, ii 80°C, pendant des temps v a r i a n t  de 

30 minutes à 2 heures. 

- H C l  ou S04H2 0 , 0 1  N ,  à 100°C, pendant des temps v a r i a n t  de 

30 minutes à 2 heures.  

- pH 2 (acide su l fu r ique) ,  à 37"C, pendant 24 h (PUSZTAI et 

MORGAN) (383). 

1 - STABILITE DES ACIDES SIALIQUES VIS-A-VIS DES ACIDES. 

Plus ieurs  auteurs ont  é tud ié  l a  s t a b i l i t é  des ac ides  s i a l i q u e s  

vis-à-vis des ac i d e s  employés dans l e s  condi t  ions pr6c6dentes (voi r ,  en 

p a r t i c u l i e r ,  AMINOFF (384) ; B E R G G ~ ~ D  e t  ODIN (385) ; GIBBONS (386) ; 
' 

GOTTSCHALK ( 38 7) ; KARKAS e t  CHARGAFF ( 388 ) ) . Les conc lus  ions auxquel les 

i l s  son t  parvenus peuvent s e  r6sumer de l a  manière su ivante  : 

a - Les l i a i sons  N-acyl sont  plus s t a b l e s  que l e s  l i a i s o n s  O-acyl dont l a  

labi l i tce  est v o i s i n e  de c e l l e  de l a  l i a i s o n  s i a l y l  . La plus  grande 



prudence d o i t  donc ê t r e  observée dans l e  choix des condit ions de 

1 'hydrolyse d 'acides s i a l iques  O-subst i t u é s  e t  dans 1 ' i n t e rp ré ta t ion  

des chromatogrammes q u a n t i t a t i f s .  

b  - Les acides N-acétyl e t  N-glycolyl-neuraminiques sont  s t a b l e s  pendant 

1 heure à 100°C vis-à-vis des acides chlorhydrique e t  su l fu r ique  0,01 N 

(Tableau IX': ; p. 116). Le r i s q u e  de des t ruct ion  augmente quand on 

applique à l 'hydrolyse une concentrat ion en acide 0 , l  N (à 80°C) u t i l i s é e  

par denombreuxauteurs  (Tab leau  Y et :CI ; p.127 e t  f i g u r e  2 6 ;  

p. 128) et a t t e i n t  4 à 7 p.100 au bout de 0 ,5  à 1 heure. 

c  - La méthode de dosage colorirnétrique des acides s i a l i q u e s  par  l ' ac ide  

th iobarb i tu r ique  de WARREN (389) ne d o i t  pas ê t r e  u t i l i s é e  dans les 

expériences de con t rô le  de l a  s t a b i l i t é  des acides s i a l i q u e s  vis-à-vis 

des agents  d'hydrolyse. AMINOFF (390) e t  KARKAS et  CHARGAFF (391) ont ,  

en e f f e t ,  observé que l a  méthode à l ' a c i d e  th iobarbi tur ique  indiquai t  

une des t ruc t ion  des acides neuraminiques sous 1 ' ac t ion  de 1 'ac ide  chlo- 

rhydrique, tandis  que l e s  procédés au résorc inol  e t  au r é a c t i f  d'EHRLICH 

conduisa i t  à des conclusions opposées (voi r  l e  tableau X ; p. 127 

et l a  f igure  2; ; p. 128 ). Selon KARKAS e t  CHARGAFF (392) c e t t e  

cause d ' e r reu r  e s t  due, s o i t  à un phénomène de dimérisat ion de l ' a c i d e  

s i a l i q u e ,  s o i t  à l a  dégradation de c e l u i - c i  en dérivés du pyrrole  q u i  ne 

donnent pas d 'ac ide  formylpyruvique au cours de l 'oxydation periodique 

mais q u i  réagissent  avec l e  r é so rc ino l  e t  l e  p -  diméthylamino-benzaldéhyde. 

Selon GIBBONS (3931, l ' a c i d e  chlorhydrique 0 , l  N f a v o r i s e r a i t  l a  forma- 

t i o n  d e  lactones q u i  sont  indosables par  l a  méthode à l ' a c i d e  thiobarbi-  

tur ique ,  mais q u i  réagissent  avec l e  r é so rc ino l  e t  le  p- diméthylamino- 

benzaldéhyde. Pour l a  même ra i son ,  l e  procéd6 de p u r i f i c a t i o n  des acides 

s i a l  iques su r  colonnes d'échangeurs d 'anions d é c r i t  par  SVENNERHOLM (394) 

do i t  ê t r e  r e j e t é  c a r  l e s  lactones passent dans l e  l iqu ide  e f f l u e n t  

(GIBBONS) (395) . 
d - Il convient d ' a t t i r e r  l ' a t t e n t i o n  s u r  l e  point  important suivant  : 

les r é s u l t a t s  concernant l a  s t a b i l i t é  des acides s i a l i q u e s  " l ib res"  v is -  

à-vis des acides,  ne peuvent en aucun cas  ê t r e  étendus aux ac ides  



Tableau . X 

S t a b i l i t é  de l ' a c i d e  N-acétylneuraminique vis-à-vis de l ' a c i d e  chlorhydri-  

que (p.  100 d 'acide N-acétylneuraminique retrouvé apres  t ra i tement)  

(d 'après AMINOFF) (396) 

HC1 0,01 N à 84OC HC1 0 , l  à 100°C 

Temps de 
chauffage Méthodes de dosage Méthodes de dosage 

(enmn)  Résorc ino lEhr l i ch  A c i d e t h i o -  RésorcinolEhrlichAcidethio- 
barb i t u r  i- barbi tur  i- 
que que 

5 105 99 100 99 99 100 

30 98 100 80 95 92 98 

60 98 91 65 96 80 83 

120 82 8 4 44 88 8 1 7 7 

240 58 65 26 80 7 1 6 1 

5 

Tableau ' X I  

S t a b i l i t 6  de l ' a c i d e  N-acétylneuraminique vis-à-vis de l ' a c i d e  su l fu r ique  

0 , l  N à 80°C (p. 100 d 'acide N-acétylneuraminiquc re t rouvé apres t r a i t e -  

ment) (d ' après GIBBONS) (397) 

l Temps de chauffage (en h)  Acide N-acétylneuraminique 
retrouvé 



Figure 26 

A - a - - 

@ - 0.2 

Action de  l'acide chlorhydrique 0.1 N L 100°C sur des pr4paratione 

d'acide8 sialiques da stlrum de Boeuf (A) e t  de s6rm humain (8). M i  

dosages ont ét6 effectu6r avec l e i  r b c t f f i  deEiüiLXQI (courbes 1). a 
l'.el de thfobarbf turf que (courbes 2) e t  au r6iorcinol (courbes 3) 

(d'après KARKAS e t  CHARGAFF) (398). 
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s i a l i q u e s  "conjugués" dont l a  l a b i l i t é  est accrue au moment de l 'hydrolyse  

de l a  l i a i s o n  s i a l y l .  Par exemple, t r a i t 6  par  KC1 1 N,  à 100°C, pendant 

3 h, l ' a c i d e  N-acétylneuraminique perd 25 p.100 de son azote  sous forme 

d'ammoniac (SPIRO et  SPIRO (399) ; GRAHAM, MURPHY e t  GOTTSCHALK (400)). Il 

en perd 50 p.100 dans des condit ions identiques quand il e s t  sous une 

forme conjuguee (GOTTSCHALK e t  SIMMONDS (401) ; MURPHY e t  GOTTSCHALK 

(402) ; GOA (403) ; SPIRO et SPIRO (404)).  C e  r é s u l t a t  s 'explique par l e  

f a i t  que l ' a c i d e  sialique&Iik& sous l a  forme d'un ion carbonium i n s t a b l e  

dont une p a r t i e  f a i t  r e tour  à l a  molécule s t a b l e  d 'ac ide  s i a l i q u e  e t  une 

a u t r e  p a r t i e  s'engage dans une voie de dégradation généra t r i ce  d'ammoniac 

(NEuBERGER, MARSHALL e t  GOTTSCHAX: ) (405). 

e - Nous avons v é r i f i é  que, dans l e s  condit ions d'hydrolyse des l i a i s o n s  

s i a l y l ,  les au t res  glucides cons t i tuan t  la f r a c t i o n  glycannique de d ivers  

glycoprotéides ne sont  pas l i b é r é s ,  & l 'exception,  tou te fo i s ,  de f a i b l e s  

quan t i t é s  de fucose, de N-acétyllactosamine e t ,  p lus  rarement, de galac- 

tose .  Selon c e r t a i n s  auteurs  (AYRWLT-JARRIER, CHEFTEL et POLONOVSKI 

(406) ; CHEFTEL e t  a l .  (407)) ; ces glucides s e r a i e n t  responsables de la  

degradation par l e s  ac ides  des acides s i a l iqucs  puisque l a  des t ruct ion  de 

ces  de rn ie r s  commence lorsque l e s  oses l i b r e s  apparaissent  dans l 'hydro- 

l y s a t  . 

Il e s t  bien é t a b l i  à présent que l 'hydrolyse ac ide  des liai- 

sons s i a l y l  e s t  incornpletc (MONTREUIL e t  BISERTE (408) ; AMINOFF (409) ; 

BALAKRISHNAN e t  Mc ILWAIN (410) ; HASHIMOTO, TSUIKI, NIZAGAWA e t  PIGMAN 

(411) ; PAQUIN c t  PERCHERON (412) ; GIBBONS e t  ROBERTS (413) ; GIBBONS 

(414)) e t ,  dans l ' é t a t  ac tue l  de nos connaissances de la s t r u c t u r e  des 

glycoprotéides, il est impossible de prévoir  l c  degr6 d'hydrolyse de 

ces  l i a i s o n s  ca r  il v a r i e  dans de larges  proport ions avec l a  na tu re  de 

l ' a c i d e  s i a l i q u e  e t  avec l ' a t t a c h e  de c e  dernier  s u r  l ' o s e  "subterminal". 

En out re ,  nos connaissances concernant l a  labi l i tk?  des l i a i s o n s  s i a l y l  

sont  encore tr&s fragmentaires et nous pouvons les resumer de la  maniere 

su ivante  : 



a - Il n ' e x i s t e  pas de procédé général d'hydrolyse q u a n t i t a t i v e  des 

l i a i s o n s  s i a l y l  e t  l e s  condit ions de l 'hydrolyse doivent ê t r e  déterminées 

pour chaque cas p a r t i c u l i e r .  On e f fec tue ra  donc des hydrolyses c iné t iques  

avec l e s  acides chlor tydr ique  ou su l fu r ique  0,01 N à 100°C et  par l ' a c i d e  

su l fu r ique  0,02 N ,  à 37OC, pendant des temps va r i ab les  en suivant  l a  l i b é -  

r a t i o n  des d i f f é r e n t s  acides s i a l i q u e s  en l e s  dosant par l a  méthode colo-  

r imétr ique de WARREN (dans l a  mesure où les causes d 'e r reur  q u ' e l l e  compor- 

t e  peuvent ê t r e  é v i t é e s )  ou mieux par chromatographie q u a n t i t a t i v e  s u r  

papier (vo i r  p. 160 1. Le tableau X;I(p. 121) , emprunté à COURTOIS, 

LABAT e t  BARANCOURT (415), i l l u s t r e  c e  mode opéra to i re .  

b - On é v i t e r a  l 'emploi  d 'acides 0 , l  N q u i  favor isent  l a  lac tonisa t ion .  

Selon KARKAS et CHARGAFF (4161, l e s  mei l leurs  r é s u l t a t s  sont  obtenus à 

pH 2 e t  3, à 100°C : l 'hydrolyse du méthylglycoside de l ' a c i d e  N-acétyl- 

neuraminique e s t ,  en e f f e t ,  t o t a l e  au bout de 25 minutes à pH 2 e t  de 

30 minutes à pH 3 (Figure 21 ; p. 132). 

c - Les l i a i s o n s  2 ,3-s ia ly l  sont  coupees plus lentement que l e s  l i a i s o n s  

2,4 (GIBBONS) (417). 

d - L ' e s t é r i f i c a t i o n  de l a  fonction carboxylique s t a b i l i s e  l a  l i a i s o n  

s i a l y l .  KARKAS e t  CHARGAFF (418) ont ,  en e f f e t ,  démontré que l ' e s t e r  

méthylique du méthylglycoside de 1 'acide N-acétylneuraminique r e s t a i t  

i n t a c t  dans l e s  condi t ions  où l e  méthylglycoside é t a i t  totalement hydroly- 

s é  (pH 3, 1 0 O 0 C ,  30 minutes) (Fig. 28 ; p. 132 ) et que même l ' a c i d e  

chlorhydr igue 0 , s  N ne parvenait  à hydrolyser qu'une f a i b l e  proport ion du 

composé. Selon les auteurs ,  c e  comportement s ' exp l iquera i t  par  le  r81e 

important que joue l ' h y d r o ~ ? ~ e  du groupement carboxylique en formant, par  

une l i a i s o n  par.:-hydrogène, un cycle  à cinq s o m e t s  dans lequel  s ' i n t è g r e  

l e  groupement osidique (Fig.  28 ; p .  133). 
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Figure 27 

Hydrolyse du m€thylglycosida de l'acide N-ac4tylneuriini que ( A 1 et 
de son ester m4thylique ( + 1 I 100eC et dei concentrations variables 

en acide. Les dosages de l'acide sialique libre ont it6 effectuas par la 

m6tbodc 1 l'acide thiobarbiturique de W-N (d'apréa KARKAS et CHARGUPF) 

(421). 
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Figure 28 

L'hydrolyse de c e  dernier  implique l a  f i x a t i o n  d'un proton s u r  l 'oxygene 

du groupement méthoxy e t  c e t t e  f i x a t i o n  est grandement f a c i l i t é e  s i  l e  

proton est dé jà  l i é  à c e l u i - c i  par une l i a i s o n  hydrogene. C e t t e  "ca ta lyse  

interne" est inhibée  et l a  1 iaison "s i a l y l "  est s t a b i l i s é e  lorsque  l e  

groupement carboxylique est e s t é r i f i é .  

En ou t re ,  se lon  KARKAS et CHARGAFF (422), dans l e  cas de 

l ' e s t e r  méthylique du méthylglycoside, l a  fonction e s t e r  elle-même, 

cause de l a  s u b s t i t u t  ion de l a  fonction semi-acétalique, est s t a b i l i s é e  

vis-a-vis des ac ides  e t  des a l c a l i s .  

Ces r é s u l t a t s  sont  importants car des l i a i s o n s  mixtes 

- "ester" e t  glycosidiques - d'acides s i a l i q u e s  ont  Qté mises en évidence 

dans l ' a c i d e  colominique dtEscherichia c o l i  (Mc GUIRE et B I N K L E Y ) ( ~ ~ ~ ) .  

Ains i  s ' exp l iquera i t  l a  r é s i s t ance  p a r t i c u l i e r e  à l 'hydrolyse ac ide  

de sialoglycannes et de s ialomco'ides d' o r i g i n e  bac tér ienne  (AMINOFF 

(424) ; BARRY (425) ; BARRY, HAMM e t  GRAHAM (426)) .  En out re ,  on ne  peut 

exclure a p r i o r i  l ' e x i s t e n c e  de l i a i s o n s  "ester"  dans d ' au t res  s i a l o -  

conjugués. 

e - Les s e l s  de f e r  ca ta lysent  la des t ruc t ion  des acides s i d ~ i q u e s  (sans  

: modi3f e r n l e  specra6 - dl&bsorp&alon .de. l a  coloolition donn&.-par fa :fiZac 8iotl de 

WARREN) (LUDEWIG e t  GWIVER) (426 b i s ) .  



B - HYDROLYSE ENZYMATIQUE DES LIAISONS SIALYL. (s) 

L'hydrolyse des l i a i s o n s  s i a l y l  peut ê t r e  r é a l i s é e  par  des 

enzymes spéc i f  iques ( s  ial idases ou neuraminidases) e x t r a i t s  de Clos tr idium 

per f  r ingens , de Vibr i o  cho l e rae ,  du Virus de 1 ' influenza, du Diplococcus 

pneumoniae type 1. Actuellement, les préparat ions de neuraminidase sont  

comerc  i a l  isées (m 
L'hydrolyse e s t  généralement e f fec tuée  à 37OC pendant 1 à 24 h 

suivant  les auteurs ,  dans des tampons a c é t a t e  à pH 4,8 dans l e  cas  de l a  

neuraminidase de C .perfringens, ou à pH 5,6 e t  en présence de ch lo ru re  de 

calcium 0,001 à 0,05 M dans l e  cas de la neuraminidase de Vibrio cholerae,  

ou encore dans un tampon phosphate de pH 6,5, dans l e  cas  de la neuramini- 

dase du Virus de l ' i n f luenza .  

Comme dans l e  cas de l 'hydrolyse acide,  l a  l i b é r a t i o n  des 

ac ides  s i a l i q u e s  par  les neuraminidases est rarement complete (FAILLARD 

(427) ; GIBBONS (428, 429) ; MINTREUIL et BISERTE (430) ; WARREN e t  SPICER 

(431)). GIBBONS (432), en p a r t i c u l i e r ,  a e f fec tué  une étude de l ' a c t i o n  de 

la  neuraminidase de Vibrio cholerae s u r  d i f f é r e n t s  glycoprot ides dont l e s  

r d s u l t a t s  sont  rassemblés dans l e  tableau =(p. 3.35). C e s  mânes recherches 

ont  é t é  ef fec tuées  par  CASSIDY, JOURDIAN et  ROSEMAN (433) (voi r  t a b l e a u m  ; 

p.135 )aveclaneuraminidasedeClostridiumperfringens.  D e s r é s u l -  

t a t s  identiques ont  é t é  obtenus à propos des gangliosides dont 40 3 65p.100 

seulement des ac ides  s i a l i q u e s  sont  l i b é r é s  par  l a  neuraminidase (CASSIDY, 

JOURDIAN et ROSEMAN (434) ; MIN et a l .  (435) ; SVENNERHOLM (436), 

TRAMS et LAUTER (437)). 

C e s  r é s u l t a t s  s 'expliquent par l a  s p é c i f i c i t é  de l'enzyme 

dont l ' a c t i o n  est " l i ée  B l a  na ture  de l ' a c i d e  s i a l ique ,  au type de l i a i s o n  

s i a l y l  e t  à l a  s t r u c t u r e  du sialo-conjugué. Des nombreux travaux q u i  ont  

d t é  ef fec tués  s u r  c e t t e  question, nous pouvons t i r e r  l e s  r è g l e s  générales 

suivantes : 

(*) Voir  l a  revue générale de RAFELSON (437 bis). 

w) Nous u t i l i s o n s  au l abora to i re  l a  neuraminidase pur i f  i é e  type V 

SIGMA de Clostr idium perfr ingens.  



Tableau X I I 1  

Taux d 'hydrolyse par  l e s  neuraminidases de Vibr io  cholerae  et de 

C l o s t r  idium pe r f r ingens  des l i a i s o n s  s i a l y l  de  d ive r s  s ia loconjugués . 

Après 24 heures  d'hydrolyse. 
d ' ap res  GIBBONS (438) 
dl ap rè s  CASS IDY, JOURDIAN e t  ROSEMAN (439) 
KATHAN et WINZLER (440). 

Or ig ine  de  la  

neuraminidase 

Vibr io  cho le rae  (M) 

Clos t r id ium 

p e r f r i n w n s  (u*) 

Nature du 

s i a l o  conjugués 

Mucopolysaccharide c e r v i c a l  de 
l a  Vache 

Mucopolysaccharide c e r v i c a l  humain 

Mucopolysaccharide bronchia l  humain 

Mucine sous-maxi l la i re  bovine 

Mucine sous-maxi l la i re  de l a  chèvre 

Muc ine  sous-maxi l la i re  du Porc 

S i a l y l - l a c t o s e  bovin 
S i a l y l - l a c  t o s e  humain 
Orosomco.fde 
I n h i b i t e u r  de l 'hémagglu t ina t ien  (-1 
Muc i n e  sous-maxi1 l a i r e  ovine 
Muc i n e  sous-maxi1 l a i r e  bovine 
Muc i n e  sous-maxi l la i re  porc ine  
Ganglioside du cerveau du Veau 
S ialomucoYde de Co l l aca l  i a  
Acide colominique 

p.100 d 'ac ides  
s i a l  iques 
1ibBrés (a) 

4 7 

7 5 

8 3 

45 

92 

90 

99 
96 
99 
99 

97 à 99 
2 1  a 50 
74 à 84 
43 B 44 
97 
98 



1 - D1apr&s de nombreux auteurs ,  l e s  neuraminidases possedent e s s e n t i e l l e -  

ment une a c t i v i t é  N-ac4tylneuraminidasique . En ef £e t ,  l e s  l i a i s o n s  

N-acétylsialyl  son t ,  en général ,  quantitativement hydrolysées. Au con t ra i r e ,  

l a e  l i a i s o n s  de l ' a c i d e  N-glycolylneuraminique sont  coupées plus lentement 

(GIBBONS) (441). Quant B cel le .?  ,?es ai: ides N,  O-acétylneuraminiques, e l l e s  

r é s i s t e n t  totalement à 1 ' ac t ion  des enzymes (FAILLARD (442, 443) ; GIBBONS 

(444, 445)).  Selon ces  auteurs,  c e t t e  inh ib i t ion  e s t  levée par  une 

hydrolyse a l c a l i n e  douce des glycoprocides n a t i f s  (Go3NaZ 0,05 N,  B 100°C, 

pendant 20 minutes )(GIBBONS) (446) qu i ,  en éliminant l e s  groupements 

O-acétyl et en transformant l e s  acides s i a l i q u e s  en ac ide  N-acétyl-neura- 

minique (FAILLARD) (4471, rend q u a n t i t a t i v e  1 'hydrolyse neuraminidas ique. 

2 - L ' a c t i v i t é  neuraminidasique ne semble pas être l i é e  à l ' o r i g i n e  de 

l'enzyme. La s e u l e  cause d ' e r reu r  que pour ra i t  éventuellement apporter  l e s  

prépara t  ions de neuraminidases e s t  due à l a  présence de 1 'ac ide  N-acétyl- 

neuraminique a ldo lase  q u i  c a t a l y s e  rt?vers iblement l a  condensation de 1 'acide 

pyruvique e t  de la  N-acylmannosamine e t  q u i  d o i t  donc ê t r e  recherch6e 

systématiquement dans l e s  échant i l lons  d'enzymes selon l e  procédé d é c r i t  

par GIBBONS (448) (vo i r  p. 13Z ) . 
3 - Les neuraminidases coupent préférent ie l lement  les l i a i s o n s  2 ,3-s ia ly l .  

Par exemple, l e  3'-neuraminyl-lactose e s t  plus rapidement hydrolysé que 

1 'isomère 6 '  par l a  neuraminidase du Virus de 1 ' influenza (KUHN e t  BROSSMER) 

(449). 

4 - L ' a c t i v i t é  des neuraminidas 2s e s t  en f in  l i é e  ? l a  s t r u c t u r e  du subs t ra t .  

En premier l i e u ,  des empêchements s t é r iques  peuvent jouer un 

r81e protec teur  des l i a i s o n s  s i a l y l .  P a r  exemple, l 'hydrolyse  enzymatique 

des l i a i s o n s  s i a l y l  de macromolécules na t ives  comme l e s  mucines sous- 

max i l l a i r e s  ou l e  glycoprotéide u r i n a i r e  de TkMi.l et HORSFALL e s t  incompléte. 

Au c o n t r a i r e ,  e l l e  est t o t a l e  s u r  l e s  produits  de dégradation de ces mêmes 

compos6s par  l a  pronase (GOTTSCHALK (450); LABAT e t  BERZER (450 b i s ) ) .  

En second l i e u ,  l a  s u b s t i t u t i o n ,  au voisinage du point  

d 'at tache,  de fonctions hydroxylées de l ' o s e  lit? à l ' a c i d e  s i a l i q u e ,  

r a l e n t i t  ou inhibe l ' a c t i o n  des neuraminidases, Par exemple, a l o r s  que l e  

3'-N-acBtylneurarniny1-lactose (Fig. 2 9  a )  e s t  quérntitativement hydrolys4 



par  l e s  neuraminidases,  l e  3 -N-acétylneuraminyl-4 -N-acétyl-galactosami- 

ny lga l ac tose  (F ig .  23 b ) r é s i s t e  à l e u r  a c t i o n .  

p-1 4 ANAN ?,3, Ga1 '' Glc 

C - CONCLUSIONS GENERALES CONCERNANT L'HYDROLYSE DES 

LIAISONS S IALYL . 

Les p r i n c i p a l e s  conclusions que nous pouvons t i r e r  des  r é su l -  

tats des t ravaux que nous venons d'exposer sont  l e s  su ivan te s .  

1 - Il n ' e x i s t e  pas de méthode géné ra l e  d 'hydrolyse q u a n t i t a t i v e  des  

l i a i s o n s  s i a l y l  . Chaque s ialoconjugué p ré sen te  des problèmes p a r t i c u l i e r s  

l i é s  ii l a  n a t u r e  du composé lui-même, au type  d 'ac ide  s i a l i q u e  e t  aux 

modal i tés  de  1 ' a t t a c h e  de l a  l i a i s o n  s i a l y l  . Les condi t ions  d 'hydrolyse 

doivent  donc ê t r e  adaptées  à chaque s u b s t r a t  e t  f a i r e  l ' o b j e t  d'une 

é tude  c i n é t i q u e  de la  l i b é r a t i o n  des ac ides  s i a l i q u e s  q u i  s e r a  s u i v i e ,  

ii l a  f o i s ,  à l ' a i d e  de  méthodes de dosages co lor imét r iques  et pa r  chroma- 

tographie  q u a n t i t a t i v e ,  On v é r i f i e r a ,  en o u t r e ,  en l ' i s o l a n t  par  chromato- 

graphie  de g e l  f i l t r a t i o n  (Sephadex 6-25] que l e  g lycopro t ide  a  b i en  é t é  

débar rassé  totalement  de s e s  ac ides  s i a l i q u e s .  

2 - L'hydrolyse a c i d e  r ep ré sen te  l e  procédé de  choix pour l i b é r e r  les 

ac ides  s ia l  iques . E l l e  i n t r o d u i t ,  cependant,  un r i s q u e  de dégrada t ion  

p a r t i e l l e  ou t o t a l e  des ac ides  s i a l i q u e s  - principalement des  ac ides  



neuraminiques O-substitués dont l a  l a b i l i t é  des groupes O-acyles est t r è s  

voisine de c e l l e  de l a  l i a i s o n  s i a l y l .  

L'acide s u l h r i q u e  est à pré fé re r  à l ' a c i d e  chlorhydrique 

dont l ' a c t i o n  e s t  p l u s  agress ive  e t  q u i  favor ise ,  en out re ,  la  formation 

de lac tones .  . . r .  a;. 
. ' . '  .:. _. 

Les condit ions d'hydrolyse optimales sont  l e s  su ivantes  r 

- S04H2 0,01 N,  B 100°C, pendant 1 h 

- pH 1 ou 2, ZL 37OC, pendant 24 h (t) 

3 - L'hydrolyse enzymatique n '  e s t  appl i cab le  qu'aux ac ides  N-acétyl et 

N-glycolylneuraminique. Lorsque des ac ides  neuraminiques O-acylés sont  

présents  dans l e s  s ialoconjugués,  ceux-ci seront  soumis à une hydrolyse 

a l c a l i n e  m6nagée (CO3 Na2 0,05 N ,  ZI 100°C, pendant 20 w) de manigre à 

61 iminer les fonct ions O-acylés qu ' inhibent 1 ' ac t ion  des neuraminidases . 
En ou t re ,  on recherchera systématiquement, dans les prépara- 

t ions de neuraminidases , 1 ' ac ide  N-acétylneuraminique-aldolase dont la 

présence provoquerait  l a  des t ruct ion  des ac ides  N-acétyl e t  N-glycolyl- 

neuraminiques . 
Recherche de  l a  N-acétylneuraminique-aldolase . 

On applique l e s  deux procédés suivants  : 

a - Procédé de GIBBONS (451). 

A 1 m l  d'une so lu t ion  d 'ac ide  N-acétylneuraminique à 1 g 

p.100 m l  de  tampon a c é t a t e  de y ' r ~  5,75 e t  de p 0,1, on a jou te  2 m l  de l a  

préparat ion de neuraminidase. Après un sé jour  à 37OC, pendant 18 h à 24 h,  

on dose, dans l a  s o l u t  ion, l lac ide  N-acétylneuraminique et  la N-acétylrnanno- 

samine éventuellement 1 ibPrée . 

(+k) Ces temps d'hydrolyse sont  purement i n d i c a t i f s  et nous rappelons 
qu ' ils doivent ê t r e  déterminés, pour chaque s ialoconjugué, par  une 
é tude  c iné t ique  de l a  l i b é r a t i o n  des ac ides  s ia l iques .  



b - Procédé de COMB e t  ROSEMAN (452) 

Le protocole expérimental e s t  identique au précédent, à l a  

d i f f é rence  près que l 'hydrolyse e s t  e f fec tuée  dans un tampon de phosphate 

de potassium 0 , l  M de pH 7,2. 

II - PURIFICATION DES ACIDES SIALIQUES 

La pur i f  i c a t  ion des ac ides  s i a l  iques est généralement e f  f ec- 

tuée  pa r  chromatographie s u r  Bchangeurs d'anions. Les d i f f l r e n t s  procédés 

q u i  ont  é té  d é c r i t s  dérivent  de l a  méthode o r i g i n a l e  de SVENNERHOLM (453) 

des t inée  à p u r i f i e r  l ' a c i d e  N-acétylneuraminique : passage success i f  des 

hydrolysats  su r  une colonne de Dowex-50 x 8 (& 50-100 ; forme ac ide  1, 
puis s u r  une colonne de Dowex-1 x 8 (mesh (50-100 ; forme formiate) et 

é l u t i o n  de l ' a c i d e  s i a l i q u e  de l 'échangeur d'anions par  un gradient  de con- 

cen t ra t ion  en ac ide  formique va r i an t  de O à 0,7  N. L'acide s i a l i q u e  e s t  

deplacé par  une concentrat ion en ac ide  formique 0 , 3  N. 

Le procédé de SVENNERHOLM a é t 6  généra l i sé  e t  de nombreuses 

méthodes ont é t é  déc r i t e s .  E l l e s  d i f f è r e n t ,  d'une p a r t ,  par  l a  composition 

de l a  so lu t ion  d ' é lu t ion  dont l e s  cons t i tuan t s  doivent être facilement 

éliminés du l iqu ide  e f f luen t  et ,  d ' au t re  par t ,  par l a  na tu re  de l 'échangeur 

d'anions : 

- Dowex 1 x 8 ; mesh - 100-200 ; forme formiate ; é l u t i o n  à 2 O C  avec 

un gradient  de concentrat ion en ac ide  formique va r i an t  de O Zi 0,4 M ! 
ÎPIBADEAU-DUMAS et ALAIS) (4541, 

- Dowex 1 x 8 ; mesh - 200-400 ; forme fonnia te  ; 8 , 3  x 20 cm ; 

é l u t i o n  à 4°C par l ' a c i d e  formique 0 , 4  M (250 m l  pour 1 mg d 'acide N- 

acétylneuraminique) (WARREN et FELSENFELD) (455). 

- Dowex 1 x 4 ; forme formiate ; é lu t ion  par un gradient  de con- 

cen t ra t ion  en ac ide  formique, ou Dowex 1 x 4 ; forme a c é t a t e  ; é l u t i o n  par 

un gradient  de concentrat ion en a c é t a t e  de pyridine, ZI pH 4,5  (Mc GUIRE e t  

BINKLEY) (456)  . 



Ces d i£  f e r e n t s  procédés de  pur i f  i c a t i o n  des ac ides  s i a l i q u e s  en 

vue de  l e u r  isolement à l ' é t a t  pur son t  parfai tement  app l i cab le s  au dosage 

chromatographique d e  c e s  composés. 

Procéd6 appl iqué au  Labora to i re  

Au l a b o r a t o i r e ,  nous appliquons l e  procédé de  SVENNERiiûLM 

(4571 ,  modif ié  en remplaçant l ' é l u t i o n  des ac ides  s i a l i q u e s  à l ' a i d e  

d'un gradien t  de concen t r a t ion  en ac ide  formique par  une Clut ion e f f e c t u é e  

avec une s o l u t  ion du même ac ide  0 , 3  N .  Le mode o p é r a t o i r e  e s t  l e  su ivant  : 

4 L'hydrolysat  s u l f u r i q u e  r e f ro id i (S04  H2 0 , 0 1  N ,  B 10O0C, 

pendant 1 heure ) du s ia loconjugué  e s t  amené à pH 6 par  l ' a d d i t i o n  d'eau 

de  ba ry t e  sous c o n t r ô l e  permanent au pH-metre pour évi ter  d ' a t t e i n d r e  B 

aucun moment une v a l e u r  é l evée  de pH, c a r  la  dégradat ion des ac ides  s i a l i -  

ques e s t  tri% rap ide  en mi l i eu  fortement a l c a l i n  e t  donne l i e u  à l a  forma- 

t ion d 'ac  i de  pyrrole-2-carboxylique (GOTTSCHALK) (458). Le préc i p  it& formé 

e n t r a î n e  une grande p a r t i e  des produi t s  de dégradat ion p ro t id ique  . Il e s t  

é l iminé  par  f i l t r a t  ion  ou par  c e n t r i f u i a t  ion e t  l avé  p lus i eu r s  f o i s  avec 

une s o l u t i o n  aqueuse d ' a c i d e  acé t ique  B 1 p.100 (v:v) .  

Un volume d 'hydro lysa t ,  renfermant de 0 ,25  à 10 mg d ' a c i d e  

s i a l i q u e  e s t  amené à pH 8-9 avec une s o l u t i o n  d i l u 6 e  de carbonate  de sodium 

et abandonné, pendant 30 B 60 minutes,  à la température du l abo ra to i r e .  C e  

t r a i t emen t  est ckstiné à o u v r i r  l e s  ponts l ac tone  q u i  se s e r a i e n t  formés, 

en  mi l ieu  ac ide ,  au cours  de  l ' hyd ro lyse .  On vc l r i f ie ra ,  t o u t e f o i s ,  l ' absence  

de  t o u t e  forme d ' ac ide  s i a l i q u e  dans l e  l i q u i d e  e f f l u e n t  à l ' a i d e  des 

méthodes co lor imét r iques  a l a  diphénylamine ou au r é s o r c i n o l ,  en é v i t a n t  

d'employer l e s  méthodes à l ' a c i d e  th ioba rb i tu r ique  q u i  n e  r évè l en t  pas les 

dé r ivés  des ec ides  s i a l i q u e s  non r e t enus  par l 'échangeur  d'anions (GIBBONS) 

(459).  



La so lu t ion  e s t  ensu i t e  passée, B 4'C, successivement sur 

une colonne d'échangeur de ca t ions  (Dowex 50 x 8 ; mesh 25-50 ; forme 

ac ide  (*) ; 1 x 10 c m )  puis  su r  une colonne d'échangeur d'anions (Dowex - 
1 x 8 ; mesh 200-400 ; forme formiate - ; 1 x 10 cm). Aprés un lavage 

soigneux des colonnes à l ' eau  d i s t i l l é e ,  les ac ides  s i a l iques  sont  déplacés 

de l 'échangeur d 'anions par le passage de 50 m l  d 'ac ide  formique 0,3 N 

(sVENNERHOLM) (460). La so lu t ion  d ' é lu t  ion e s t  lyophi l i sde  et  l e  rés idu  sec 

e s t  r e p r i s  par  de l ' e a u  d i s t i l l é e .  Il e s t  ensu i t e  soumis à l ' ana lyse  chro- 

matographique. 

D'autres méthodes de p u r i f i c a t i o n  des hydrolysats  ont  été 

proposées par  d i f f e r e n t s  auteurs .  BEZKOROVAINY (4611, par exemple, applique 

l e  procéda modifié d ' e x t r a c t i o n  méthanolique deBLIX et LINDBERG (462) : 

l e  rés idu  sec  de l 'hydrolysa t  chlorhydrique e s t  lyoph i l i sé  et e x t r a i t ,  à 

4*C,  quat re  f o i s  avec du méthanol anhydre pendant 4 heures. Cette méthode 

ne  nous a pas donné s a t i s f a c t i o n  c a r  l a  p u r i f i c a t i o n  est imparfaite. 

D'autre p a r t ,  l a  d i s s o l u t i o n  des acides s i a l i q u e s  e s t  incomplète e t  on cour t ,  

en out re ,  l e  r i sque  d'une e s t e r i f i c a t i o n  de ces  composés. 

III - IDENTIFICATION ET DOSAGE DES ACIDES SIALIQUES PAR 

CHROMATOGRAPHIE SUR PAPIER 

Jusqu'à présent ,  1' ident i f  i c a t  ion e t  l e  dosage des ac ides  

s i a l i q u e s  sont  r é a l i s é e s  seulement par chromatographie sur  papier,  c a r  l e s  

procédés d 'électrophorèse e t  de chromatographie s u r  couche mince e t  

en phase gazeuse n 'ont  pas encore ét& appliqués à l a  sépara t ion  de 

melanges complexes d 'acides s i a l i q u e s .  Les pr inc ipes  de ces dernières mé- 

thodes seront  exposhs à l a  f i n  du paragraphe suivant  sous l a  rubrique 

"M6thodes diverses",  

(*) La forme ac ide  de l 'échangeur de ca t ions  e t  l a  forme formiate de - 
l 'échangeur d'anions son t  obtenues suivant  le  procédé général d é c r i t  2i 

la page 66 . 



A - SYSTEMES-SOLVANTS 
De nombreux syst&mes-solvants ont Bté décrits pour séparer 

les acides s ialiques par chromatographie sur papier (voir les revues 

gén6rales de BLIX, LINDBERG, ODIN et WERNER (463) ; GOTTSCHALK (464) ; 

NEUBWGER et MARSHALL (465) ; WHITEHOUSE et ZILLIKEN (466) ; ZILLIKEN et 

WHITEHOUSE (467)) . L' expérience que nous avons acquise au laboratoire à 

ce sujet nous a permis de retenir les systèmes-solvants suivants : 

1) - n - b u t a n o l ~ ~ d ~ ~ l  0,l N (5 : 3 : 2) (BOURRILLON et 

MICHON) ; papier Schleicher et Schiill 2043 b lavé aux acides ; chromatogra- 

phie descendante (voir p. 71 ). Ce systbme-solvant donne une bonne 

résolution des acides N-glycolyl et N-acétylneuraminiques . 
2) - 2-butanol/n-propanol/~Cl - 0,l N (1 :2: 1) (SVENNERHOLM et 

SVENNERHOLM) (468) ; papier Whatman no 1 lave avec de l'acide chlorhydrique 

0,l N, puis avec de 1 'eau et, enfin avec un melange de deux volumes de 

chloroforme et d'un volume de methano1 ( f )  ; chromatographie descendante 

de 18 heures. 

Ce systeme-solvant donne une excellente rCsolution des acides 

N-glycolyl et N-acétyl-neuraminiques ( $ ,  respectivement : 0,34 et 0,451. 
Les acides sialiques O-subst itu&s s 'accumulent en une tache unique qui 

permet de les mettre en évidence au niveau du "front de démixion" du 

syst&me-solvant. Lorsque cette tache appara'lt, les techniques ehromatogra- 

phiques suivantes sont appliquées . 
3) - Acétate dtéthyle/acide acétique/eau (3: 1:3) (NORDAL et 

OISETH) (469) ; papier Whatman no 3 ; chromatographie descendante pendant 

18 à 24 heures. 

4) - n-butanol/pyridine/eau (6:4:3) (GOTTSCHALK) (470 ) .  

L'utilisation des système-solvants 3 et 4 permet de séparer 

les acides N-glycolyl-, N-acétyl-, N,O-diacétyl-, N,O-triacétylneuramini- 

ques . 

(*) Ce traitement permet d'éviter le dédoublement de la tache de l'acide 

N-acdtylneuraminique, 



NOTA - METHODES DIVERSFS 

1 - La chromatographie en couche mince des acides sialiques a 
reçu peu d'applications et les procédés décrits jusqut8 présent ne donnent 

pas des résultats satisfaisants. Par exemple, la méthode de GRANZER (473) 

(chromatographie sur Kieselgel G, activé 15 mn à 120°Ç dans les systgmes- 

solvants propanol/eau (7: 3)  et propanol/solut ion d' ammoniaque/eau (6: 2: 1) ) 

ne permet pas de separer les acides N-glycolyl et N-ac6tylneuraminiques. 

2 - L1électrophorèse sur papier dans des solutions de pyridine 
acétique tamponnées B des pH variant entre 3 et 6 (WHITEHOUSE et ZILLIKEN) 

(474) ou dans des solutions de borate tamponnées à pH 8,2 (7  V/cm) 

JAMIESON) (475)  ne semble pas avoir reçu d ' applications nombreuses. 

3 - La chromatographie en phase gazeuse n'a reçu, jusqu'à 
present, que de rares applicatinns : voir CABEZAS (476) ( douge des 

acides N-act5tyl et N-glycoly1neuraminiques)eq un seul pic d'acide triméthylsi- 

lyl neuraminique provenant de la d6sacBtylation de ces derniers au cours de la 

m6thanolyse ; voir aussi CLAMP et coll. (p .123)  qui ont mis au point une métho- 

de de dosage, en un chromatogramme unique, des triméthylsilyl-méthyl-glycosides 

des oses "neutres", de la glucosamine et de l'acide E-acétylneuraminique. 

B - REVELATION DES ACIDES SIALIQUES 

La révélation des acides sialiques est effectu6e à l'aide 

des réactifs suivants dont la limite de sensibilité est de l'ordre de 

2 0  à 50 pg pour les réactifs au p-diméthylamino-benzald6hyde et au r6sor- 

cinol et de l'ordre de 5 à 10 pg pour les réactifs à l'orcinol et à l'acide 

thiobarbiturique. 

1) Réactif au p-diméthylaminobenzald6hyde de SVENNERHOLM et SVENNWHOLM 

(477)  

p-diméthylaminobenzald6hyde 

Acide trichloracétique 

~thanol/eau (v:v) 



Après d i s so lu t ion ,  a jou te r  60 m l  de n-butanol. 

Après chauffage à 100°C des chromatogrammes pendant 10 à 15 mn, les 

acides s i a l i q u e s  donnent des taches bleu-violacé su r  un f r o n t  jaune. 

Nota. Les N-acétylosamines donnent, à f o r t e  concentrat ion,  l a  même colora- - 
t ion .  Leur v i t e s s e  de migration é levée  Qlimine, tou te fo i s ,  t ou te  cause 

d ' erreur .  

2) Réactif  au ré so rc ino l  de SVENNERHOLN e t  SVENNERHOLM (478) 

Résorc in01 

Acide t r i c h l o r a c é t  ique 

~ t h a n o l l e a u  (v:v) contenant 0 , 2  m l  d'une s o l u t i o n  

0 , l  M de s u l f a t e  de c u i v r e  

Après d i s so lu t ion ,  a j o u t e r  60 m l  de n-butanol. 

Dans l e s  mêmes condit  ions que précgdemment , l e s  acides s i a l i q u e s  donnent 

des taches brunâtres s u r  un fond rose .  

3) Réactif  à l ' o r c i n o l  t r i ch lo racé t ique  

Le r é a c t i f  a l ' o r c i n o l  t r ichlorac t l t ique  m i 8  au point  par 

KLEVSTRAND et NORDAL (479) pour r évé le r  l e s  cé toses  p r a e n t s  dans des 

e x t r a i t s  de Crassulacées s 'applique parfaitement à l a  r é v 6 l a t  ion  des acides .. 
s i a l i q u e s  (vo i r  a u s s i  BOW e t  BAUMEISTER) (480). Le r é a c t i f  est pr6part5 

en d issolvant ,  dans 100 m l  d'eau s a t u r é e  de n-butanol, 0,5  g d 'orc inol  e t  

15 g d 'ac ide  t r i ch lo racé t ique .  Le système biphasique obtenu e s t  agité 

vigoureusement avant d ' ê t r e  pulvér isé s u r  les chromatogrannnes . Ceux-ci 

sont  ensu i t e  maintenus à 105°C pendant 15  à 20 mn. Les ac ides  s i a l i q u e s  

donnent une co lo ra t ion  brun-orange. 

Nota. Ce r é a c t i f  de BIAL modifié, n ' e s t  pas spéci f ique  des ac ides  s i a l i -  - 
ques. 11 donne a u s s i  une co lo ra t ion  jaune avec l e s  cétohexoses e t  une 

colora t ion  bleue ou verte  avec les cétoheptoses . 
4) Réactif  a l ' a c i d e  th iobarbi tur ique  de WARREN (481) 

On imprègne d'abord l e  papier  avec une so lu t ion  d 'ac ide  

sul fur ique  0 , l  N ,  puis  d'une so lu t ion  de per iodate  de sodium 0,OS M dans 

l ' a c i d e  su l fu r ique  0,05 N.  

Après 15 minutes de con tac t ,  on pu lvé r i se  s u r  l e  chromato- 

grannne un mélange d'éthylène-glycol,  d'acétone e t  d 'acide s u l f u r i q u e  

concentré (50:50:0,3) (v:v:v). 



Dix minutes plus t a rd ,  on imprègne l e  papier  avec ure so lu t ion  

aqueuse de th iobarb i tu ra te  de sodium à 6 p.100 (p:v) (vo i r  Nota b ci-dessous). 

Après un temps de chauffage de 5 à 10 minutes, à 100°C, l e s  

ac ides  s i a l i q u e s  donnent des taches roses  s u r  un fond jaune q u i  fournissent  

une f luorescence rouge t r è s  in tense  en lumière u l t r a v i o l e t t e  vers  260-280 

mp (lampe Mineralight ) . 

Nota 

a - Les ac ides  s i a l i q u e s  O-7-substitués ne donnent pas l a  r éac t ion  de 

WARREN. En outre ,  les cé toses  réagissent  dans l e s  mgmes condit ions e t  

donnent une co lo ra t ion  jaune p a l e  (vo i r ,  à c e  s u j e t ,  PERCHERON) (482). 

b - La s o l u t i o n  de th iobarb i tu ra te  de sodium e s t  préparée en d issolvant  

4,5 g d 'acide th iobarbi tur ique  dans un peu d'eau d i s t i l l é e  e t  en a jus tan t  

l a  s o l u t i o n  à pH 7 avec de l a  soude 2 N .  On complete ensu i t e  à 100 m l  avec 

de l ' eau  d i s t i l l é e .  

C - IDENTIFICATION DES ACIDES SIALIQUES 

L - PROC EDES CHROMATOGRAPHIQUES 

L' i d e n t i f i c a t i o n  des acides s i a l iques  présents  dans une s o l u t  ion 

peut être r é a l i s é e  en comparant l eu r  v i t e s s e  de migrat ion chramstographique 

i3 c e l l e s  de composés purs. Les so lu t ions  de ces  derniers  peuvent ê t r e  

e f  fectuCes B p a r t i r  d'  acides s i a l  iques fournis  par l e s  firmes commerciales . 
Teutefois ,  les produits  sont  d 'un p r i x  é levé  e t  nous préférons,  au labora- 

t o i r e ,  préparer ,  à p a r t i r  de l a  mucine sous-maxil laire  bovine un melange 

des ac ides  N-glycolyl, N-acétyl, N-0-7,8 (ou 9)-d iacéty l  e t  N-O-triacétyl- 

neuraminiques. L 'acide N-0-4-diacétylneuraminique peut ê t r e  obtenu dans les 

mêmes condi t ions  à p a r t i r  de l a  rnuc ine équine. 

Extract ion des ac ides s i a l  iques des rnuc ines sous-maxillaires (*) 

Nous appliquons un mode opéra to i re  adapte de ceux de BLIX, 

- 

(dk) Voir BLIX e t  LINDBERG ( 4 8 3 )  ; BLIX,LINDBERG, ODIN et  WERNER (484) ; 
GOTTSCHALK (485) ; SVENNERHOLM ( 486 )  ; e t  WHITEHOUSE e t  ZILLIKEN ( 4 8 7 ) .  



LINDBERG, ODIN et WERNER (488) e t  de SVENNERHOLM (4.89) : 

Les glandes s a l i v a i r e s ,  coupées en p e t i t s  morceaux, sont  

e x t r a i t e s ,  p lus ieu r s  f o i s ,  par  incubation dans de l ' eau  d i s t i l l é e  (3  a 
5 vol .)  pendant 24 h. 

Les suspensions de mucine sont  réunies e t  on a j o u t e  de l ' a c i d e  

chlorhydrique 1 N jusqu'à d i s so lu t ion  de l a  mucine. Ce l l e -c i  est repréc ip i -  

t é e  par  add i t ion  de p lus ieurs  volumes d'eau d i s t i l l é e .  C e t t e  manipulation 

e s t  r épé tée  une ou deux f o i s .  La mucine e s t  enf in  lavée à l ' eau  d i s t i l 1 6 e a  

à l ' é thano l  e t  à l ' é t h e r ,  puis  séchée. 

40 g de mucine sont  suspendus dans 400 m l  d'eau d i s t i l l é e  et l a  

suspension, constamment ag i t ée ,  e s t  amenée en 30 minutes à l a  temperature 

de l ' é b u l l i t i o n  q u i  est maintenue pendant 1 heure. Lthydrolysat  est r e f r o i d i  

à l a  température du labora to i re ,  débarrassé de l a  f r a c t i o n  insoluble par  

cen t r i fuga t ion  et passé successivement s u r  une colonne de Dowex 50 x 8 

(mesh 25-50 ; forme acide (*) ; 3 x 30 cm) e t  su r  une colonne de Dowex 

1 x 8 (mesh - 50-100 ; forme formiate (*) ; 3 x 30 cm (k *ut)). La colonne 

d '  échangeur d'anions e s t  soigneusement lavée à 1 ' eau d i s t i l l é e  e t  les 

ac ides  s i a l i q u e s  sont  déplacés par  l e  passage d'une s o l u t  ion aqueuse d'acide 

formique 0 ,3  N.  Le fractionnement est e f fec tué  avec un c o l l e c t e u r  de frac-  

t ions  et l ' é l u t i o n  des acides s i a l i q u e s  e s t  s u i v i e  à l ' a i d e  d'une méthode 

de dosage des acides s i a l i q u e s  to taux (méthode à l a  diphenylamine ou au 

r é s o r c i n o l ) .  Les so lu t ions  e f f luen tes  contenant de l ' a c i d e  s i a l i q u e  sont  

rassemblees e t  lyophi l i sées .  Le  rendement est d'environ 1 g d 'acides s i a l i -  

ques totaux.  

Nota : La l i b g r a t i o n  des acides s i a l i q u e s  peut encore être - 
e f fec tuée  par  une hydrolyse su l fu r ique  (400 m l  d 'acide su l fu r ique  

0,01 N pour 40 g de mucine ; 100°C pendant 30 à 60 mn).  Dans c e  cas ,  

( 1  Les formes ac ide  de l 'echangeur de ca t ions  et formiate de l 'échangeur 
d'anions sont  obtenus en appliquant  l e s  modes opéra to i res  d é c r i t s  à 
l a  page 66 1 

(w) 1 à 2 g d 'acides s i a l i q u e s  peuvent être p u r i f i é s  s u r  c e t t e  colonne. 



l 'hydrolysa t  e s t  amené B pH 6 par  l ' a d d i t i o n  d'eau de baryte  et débarrassé 

des composés insolubles par cen t r i fuga t ion  avant d ' ê t r e  soumis à l a  chroma- 

tographie s u r  colonnes dans l e s  condit ions déc r i t e s  ci-dessus. 

DETERMINAT ION DES PROPR IETES PHYSIQUES DES AC IDES S IALIQUES 

L'applicat ion des c r i t è r e s  physiques permet 1' i d e n t i f i c a t i o n  

r igoureuse dee ac ides  s i a l  iques . Malheureusement, l a  plupart  d ' en t re  eux 

necess i t en t  des quan t i t é s  relativement élevées de substances. 

Nous avons rassemblé dans l e  tableau XIV(p. 1481, l e s  carac te-  

r e s  de  c r i s t a l l i s a t i o n  e t  l e s  va leurs  des pouvoirs r o t a t o i r e s  epécif iques 

et des p o i n t s  de fusion des d i f f é r e n t s  ac ides  s i a l i q u e s .  

Les spec t res  de d i f f r a c t i o n  des rayons X sont  c a r a c t é r i s t i q u e s  

des ac ides  s i a l iques  (BLIX, LINDBERG, WERNER et ODIN (490) ; BLIX, LINDBERG, 

llERNER e t  DDIM (491). Ce procédé ne représente  cependant pas un c r i t è r e  

absolu d'homogénéité des acides s i a l i q u e s  c a r  l e s  ac ides  N-glycolyl e t  

N-acétylneuraminiques donnent des c r i s t a u x  mixtes q u i  fournissent  le  

diagranmie de l ' un  seulement des deux ac ides  s i a l i q u e s  (ATTERFELT e t  c o l l .  

(492) ; BLIX , LINDBEPcC, WERhTER et O3IP (49'3) :. de l ' a c i d e  N-acétylneurami- 

nique jusqu 'à  une proportion de 75 p. 100 de c e  dernier  e t  de l ' a c i d e  

N-glycolylneuraminique à p a r t i r  d'une proport ion de 50 p. 100 de c e l u i - c i  

(ABRAHAMSON, FISCHMEISTER e t  SVENNERHOLM) (495) . 
La spectrophotométrie dans l ' inf ra- rouge représente  l e  procedé 

d ' i d e n t i f i c a t i o n  de choix c a r  l e  t r a c é  des spect res  d 'absorption e s t  très 

spéci f ique  de chaque ac ide  s i a l i q u e  (FIscHMEISTEF~) (496) ( ~ i ~ .  30 ; p. 145)). 

3 - IDENTIFICATION ET DOSAGE DES RADICAUX ACYL 

L' i d e n t i f i c a t i o n  e t  l e  micro-dosage des fonctions O- et N-acyl 

apporte des renseignements précieux s u r  l a  na ture  des acides s i a l i q u e s .  

(*) Voir : BLIX, LINDBERG, O D I N  e t  WERNEX (497) ; GOTTSCHALK (498) ; 

WHITEHOUSE e t  ZILLIKEN (499). 



Tableau X I  V 

Propri6 t6s  phys iques des ac ides  s i a l  iques . 

[ a ]  220C P. F. 
D C r i s t a l l i s a t i o n  

(*) (* %) 

N-acétyl - 32" 179-181°C Eto i l e s  de f ines  a i g u i l l e s  

N-glycolyl - 32" 185-187°C Eto i l e s  d ' .a igui l les  épaisses  

4-O-acétyl-N-acétyl - 59" 183-187OC Longues aigu il les 

7-O-acétyl-N-acdtyl + 6 à 8 "  134-140 OC Plaquet tes  

O-diacétyl-N-acétyl + 9" 130-131°C Aigu i l l e s  ou prismes. 

~ ~ t h o x ~ - ~ - a c d t ~ l  - 55" env. 200°C Eventa i l s  de f ines  a i g u i l l e s  

En s o l u t i o n  aqueuse. Les ac ides  s i a l i q u e s  ne  donnent pas l e  ph6nomène de mutarotat ion,  
sauf l e  7-O-acétyl-N-acétyl 

( [ a ]  i 2 O C  
- 17" au bout de 400 h l .  

( 9 Q )  Points  de décomposition. 



Figure 30 

Spectres d'absorption de l'infra-rouge par les acides sialiques 

1 : N-glycolyl ; 2 : N-acdtyl ; 3 : O-4-acQtyl-N-acdtyl ; 4 : 0-7- 

-acétyl-N-ac6tyl ; 5 : acf de m6thoxyneuras~inique ( dtaprèir FISCH- 

MEISTER) (500). 



La discr iminat ion  e n t r e  l e s  deux types de fonctions e s t  r d a l i s é e  en s e  

fondant s u r  l a  grande l a b i l i t é  des l i a i s o n s  O-acyl. 

a - RUPTURE DES LIAISONS ACYL (*) 

La rup tu re  des l i a i s o n s  acyl  peut être r e a l i s é e  par  hydrolyse, 

par éthanolyse ou par  hydrazinolyse. 

a - Hydrolyse 

- Hydrolyse en mi l ieu  a l c a l i n .  Dans des so lu t ions  a l c a l i n e s  d i luées ,  seules  

l e s  l i a i s o n s  O-acyl sont  hydrolysées. Les modalités de l 'hydrolyse  va r i en t  

avec l a  na ture  du composé O-acylé e t  l e s  condit ions d'hydrolyse l e s  plus 

d iverses  ont é t é  proposées : 

- KOH 0,36 N, B O°C, pendant 2rgp ou 3 pH 8 pendant 105r tn  

pour hydrolyser totalement les l i a i s o n s  O-acyl du polyoside de Baci l lus  

an th rac i s  (SMITH e t  ZWARTOUW) (501). 

- NaOH 0 , l  N ,  à 24OC q u i  l i b è r e  l a  moi t i é  des groupements 

O-acyles de Streptococcus f a e c a l i  s (ABRAMS) (502) e t  q u i  hydrolyse t o t a l e -  

ment l ' a c é t a t e  d ' é thy le  en 30 mn (Résul ta ts  personnels) .  

Les condit ions de l 'hydrolyse des l i a i s o n s  O-acyl doivent donc 

ê t r e  f ixées  pour chaque cons t i tuan t  à l a  s u i t e  d'une étude c i n é t i q u e  de l a  

l i b é r a t i o n  des ac ides  e f fec tuée  avec des concentrat ions en a l c a l i  et des 

temps progressivement c r o i s s a n t s .  

- Hydrolyse en mi l ieu  acide.  L'hydrolyse ac ide  s.',applique aux l i a i s o n s  

N-acyl de composés n a t i f s  ou de composés préalablement soumis à l 'hydrolyse 

a l c a l i n e ,  quand des fonctions N- et  O-acyl coex i s t en t  dans s a  molécule. 

Divers ac ides  sont  u t i l i s é s  dans des condit ions va r i ab les  : 

- acide  p-tolu&nesulfonique 1,s N, à 100°C, pendant 3 à 6 h 

(*) Vair l a  revue générale de NEUBERGER e t  MARSHALL (503) 



(AMINOFF e t  c o l l .  (504) ; C H A N N  e t  WOLFROM (505) ; GRANT (506)) : t / 2  

de l a  N-acétyl glucosamine : 30 mn (AMINOFF et co11.) (507) . 
- ac ide  chlorhydrique 1 N ( t / 2  de la N-acétylglucosamine: 1,2 h 

(MOGGRIDGE e t  NEUBERGER) (508)) ou 2 N, à 100°C, pendant 3 à 6 h. 

- ac ide  su l fu r ique  0 , l  N ( t / 2  de l a  N-acétylglucosamine : 4 h 

(MORGAN e t  ELSON) (509)) à 6 N,  à 100°C, pendant 2 h GIBBONS (510) ; 

- r é s i n e  polystyrene sulfonique so lub le  0,0135 N, à 86°C 

( t / 2  de l a  N-acétylglucosamine : 45 h)  (PAINTER e t  MORGAN) (512). 

Dans des condi t ions  d'hydrolyse identiques,  l e s  l i a i s o n s  O-acyl 

sont  beaucoup p lus  l a b i l e s .  Par exemple, dans l ' a c i d e  chlorhydrique 0,05 N, 

à 25"C, l a  demi-vie des e s t e r s  de l ' a c i d e  acé t ique  v a r i e  de 3 à 4 h e t  

l 'hydrolyse  croPt  l inéairement avec l a  concentrat ion de l ' a c i d e  (HAMMETT 

(513) ; INGOLD (514)). 

Comme dans l e  cas  des l i a i s o n s  O-acyl, l 'hydrolyse q u a n t i t a t i v e  

des fonctions N-acyl f e r a  l ' o b j e t  d'une étude c inét ique ,  c a r  el le v a r i e  

avec l a  s t r u c t u r e  des composés. Par exemple, les l i a i s o n s  N-acyl de l a  

N-acétylglucosamine sont  s t a b i l i s é e s  quand l e  groupement réducteur est 

engage dans une 1 ia ison glyc os idique (MOGGRIDGE et NEUBERGER (515) ; 

AMINOFF et c o l l .  (516)). 

f3 - Méthanolyse. Divers procédés d 'alcoolyse des l i a i s o n s  

O- e t  N-acyl ont é t é  d é c r i t s  (voi r ,  par  exemple, GRANT (517) ; WOLFROM 

et THOMPSON (518) ; LUDOWIEG et DORFMAN (519)).  La méthode d é c r i t e  par  ces  

d e n i e r s  auteurs e s t  l e  plus généralement appliquée : chauffage à 100°C, 

pendant 4 h, en presence de méthanol anhydre 2 N en ac ide  chlorhydrique 

(SPIROI (520) ; d i s t i l l a t i o n  des e s t e r s  méthyliques s u i v i e  d'un dosage 

co lo r  imétr ique apres t r a n s  format ion en acides hydroxamiques (LUDOWIEG et 

DORFMAN) (521) ( s e n s i b i l i t 6  1 à 10 p M) ou par  chromatographie en phase 

gazeuse (voi r  p. 123 e t  143). 

Les fonctions O-acyl peuvent ê t r e  spécifiquement rompues par 

l e  mdthoxyde de sodium à 20°C. Les e s t e r s  méthyliques formés sont d i s t i l l é s  

e t  dosés par l a  méthode colorimétrique aux hydroxamates de LUDOWIEG e t  



et DORFMAN (522). 

y - Hydrazinolyse. L'hydrazine coupe, spécifiquement, en 

quelques minutes, l e s  l i a i s o n s  O-acyl. Sur c e  principe,  p lus ieurs  méthodes 

de dosage des fonctions O-acétyl ont é t é  d é c r i t e s .  Dans des condit ions p lus  

b r u t a l e s  (lOO°C pendant 8 B 20 h l ,  l e s  l i a i s o n s  N-acyl son t  a u s s i  rompues 

(PHILLIPS) (5.24.) . Les hydrazides formées sont  conver t ies  en derives d in i -  

trophénylés q u i  sont  dosés par  chromatographie q u a n t i t a t i v e  s u r  papier  

(BLOCR et c o l l .  (525)  ; PHILLIPS (526:526? s u r  colonne de polycaprolac- 

tame (Ultramid BM) (HO- e t  JOSEPH) (527) ou s u r  couche mince de . . 
S i l i c a g e l  G (HORMANN e t  JOSEPH) (528). Le procédé e s t  t r è s  sens ib le  puis-  

que 0 , l  à 1pM d'acide acé t ique  peut ê t r e  déterminé. Malheureusement, l e s  

e r r e u r s  de dosage a t t e ignen t  30 p.100. 

? - Hydroxylaminolyse. 

L'hydroxylamine en mil ieu a l c a l i n  (pH 7 à 9 pour l e s  composés 

de f a i b l e  poids moléculaire ; pH 11 pour l e s  composés de poids moléculaire 

é levé)  coupe sélect ivement,à  20°C, les l i a i s o n s  O-acyl. Les hydroxamates 

formés sont ensu i t e  dosés co lo r  imétr iquement (vo i r ,  par exemple, HESTRIN 

(529) ; Mc COMB e t  Mc READY (530) (p.  154). 

CONCLUS IONS 

Dans l e  cas de composés N-acylés, les procédés de choix pour 

l i b & r e r  quantitativement les acides sont ,  d'une p a r t ,  1 'hydrolyse ac ide  

e f fec tuée  par l ' a c i d e  p-toluène sulfonique 1 à 2 N ou par l ' a c i d e  su l fon i -  

que 2 à 6 N, à 100°C, pendant des temps var iables  e t ,  d ' a u t r e  p a r t ,  la 

méthanolyse. 

Dans l e  cas de composés O-acyles, l 'hydrolyse  sodique (NaOH 

0 , l  N, à 20°C, pendant 5 à 30 rnn) l 'hydrazinolyse e t  l'hydroxykaminolyse 

en mi l ieu  a l c a l i n  coupent quantitativement l e s  l i a i s o n s  e s t e r s .  Le premier 

type dg l y s e  est app l i cab le  à l ' i d e n t i f i c a t i o n  des ac ides  e t  l e  second 

à l e u r  dosage. 

Dans l e  cas de compos6s à l a  f o i s  O- et N-acyles, on e f fec tue ra  



l 'hydrolyse en deux temps, d'abord en mi l ieu  a l c a l i n  de manière à couper 

l e s  l i a i s o n s  O-acyl, puis en milieu ac ide  pour i d e n t i f i e r  et doser l e s  

ac ides N-conjugués . 
b - IDENTIFICATION DES ACIDES 

a - Dans l e  cas  d'une hydrolyse ac ide  ou a lca l ine ,  les ac ides  

v o l a t i l s  (formique, acé t ique)  sont dtSplac6s des hydrolysats ac id i f iCs  avec 

de l ' a c i d e  su l fu r ique ,  par  d i s t i l l a t  ion. Dans ces  condit  ions, l ' a c i d e  

glycolique non v o l a t i l  ne peut ê t r e  n i  i d e n t i f i é ,  n i  dosé et un procédé 

p a r t i c u l i e r  l u i  s e r a  appliqué, mettant à p r o f i t  s a  r é a c t i v i t é  spéci f ique  

avec l e  2,7-dihydroxynaphtalène su l fu r ique  (vo i r  p. 155 1. Le d i s t i l l a t  

e s t  ensu i t e  soumis la chromatographie s u r  papier  (voi r  par exemple, 

BLOCK e t  c o l l .  (531) ; PUTNAM (532)) ou à la chromatographie en phase 
4"/ 

gazeuse (JAMES e t  MARTIN (533) ; BAYW (534) ; , .  GAETJENS et  BARANY 

(535) après ex t rac t ion  des acides dans de l ' é t h e r . ,  

p - Dans l e  cas  d'une méthanolyse, les e s t e r s  méthyliques, 

préalablement r e c u e i l l i s  par  d i s t i l l a t i o n ,  sont  soumis B l ' ana lyse  chroma- 

tographique en phase gazeuse. Un exce l l en t  procédé d ' i d e n t i f i c a t i o n  et  de 

dosage des e s t e r s  méthyliques des acides formique e t  acét ique a été récem- 

ment d é c r i t  par OAKLEY, WEISSBECKW e t  RESNIK (536) dont l e s  condi t ions  

exp6rimentales sont  l e s  suivantes : 

- colonne (0,25 pouce14 pieds)  de Carbowax 20 M (20 p.100 de 

Carbowax s u r  du Chromosorb P d e  mesh 60-80). 

- Débit du gaz vecteur (hélium) : 100 ml/mn 

- Température de l a  colonne : 50°C 

de l ' i n j e c t e u r  : 2OO0C 

du détecteur : 225°C 

y - Dans l e  cas d'une hydrazinolyse, les hydrazides son t  conver- 

ties en DNP-dérivés q u i  sont  ensu i t e  soumis à l a  chromatographie s u r  papier  

(BLoCK et c o l l .  (537) ; PHILLIPS (538)).  



c - DOSAGE DES ACIDES 

a - Dosage des acides formique e t  acé t ique  

1 )  Dans l e  cas  de l a  présence d'un s e u l  acide, l e s  micrométho- 

des volumétriques sont  parfaitement appl icables  (vo i r ,  par exempl-, l e s  

procédBs d é c r i t s  par BARTLEY (539) e t  par  BELCHER (5409. Toutefois ,  lors -  

que l 'hydrolyse e s t  e f fec tuée  en mil ieu a l c a l i n ,  l e s  dosages peuvent ê t r e  

entachés d'une e r reur  par exces due à l a  formation de produits  de dégrada- 

t ion acides des g lucides .  La chromatographie en phase gazeuse représente  donc 

le  procédé de choix. 

2)  D ~ n s  l e  car, d'un mélange d ' a c i d e l l i d e n t i f i c a t i o n  et l e  

dosage sont  aisément r é a l i s é s  par  chro~natographie en phase gazeuse (voi r  

c i-dessus ) . 
3) Dans l e  cas  p a r t i c u l i e r  de l i a i s o n s  O-acyl, le  dosage de ces  

e s t  
fonctions e f f e c t u é  par  l 'une des m6thodes dérivées du procédé o r i g i n a l  de 

HESTRIN (541). Nous u t i l i s o n s  au l abora to i re  l a  technique de Mc COMB e t  

Mc READY (542) dont le mode opBratoire est l e  suivant  : 

METHODE DE DOSAGE DZS FONCTIONS O-ACYL PAR HYDROXYLAMINOLYSE (Mc COMB 

Réact i fs  

a - Solut ion aqueuse de chlorhydrate d'hydroxylamine a 3,75 g 

p. 100 m l .  

b - Solution aqueuse de soude Zk 9 ,4  g p .  100 m l .  

c - Solut ion  à 35,2 m l  d 'ac ide  perchlorique à 70 p.100 (p:v) 

pour 500 m l  de méthanol absolu. 

d - Une première so lu t ion  de perchlora te  f e r r ique  est prepatée 

en dissolvant  dans 100 m l  d'eau l e  rés idu  obtenu par  évaporation B sec  

d'une solut ioi i  de 1,93 g de chlorure  f e r r i q u e  B 6 H20 dans 5 m l  d 'acide 

chlorhydrique concentré et  5 m l  d 'acide perchlorique à 70 p.100 (p:v) .  

Le r é a c t i f  lui-même e s t  préparé en mélangeant 60 m l  de l a  

so lu t ion  précédente à 8 , 3  m l  d 'ac ide  perchlorique à 70 p.100 (p:v) et en 



complétant à 500 m l  avec du méthanol absolu. Le r é a c t i f  est s t a b l e  pendant 

une semaine à 20°C. 

Mode opéra to i re  

A 5 m l  de l ' é c h a n t i l l o n  à doser, on a jou te  2 m l  d'une so lu t ion  

obtenue en mélangeant extemporanément, à volumes égaux, l e s  r é a c t i f s  a  et 

b. Après 5 mn de contac t ,  on a jou te  5 m l  du r é a c t i f  c , t r è s  lentement 

et en a g i t a n t  constamment, 8 m l  du r é a c t i f  d. L'absorbante de l a  so lu t ion  

colorée  obtenue e s t  mesurde à 520 mp. 

La co lo ra t ion  e s t  propor t ionnel le  de O à 500 pg d ' ac ide  

acé t ique  conjugué. Toutefois,  l e s  r é s u l t a t s  l e s  plus reproduct ib les  sont  

obtenus pour des concentrat ions va r i an t  de 50 à 250 pg. 

p - Ident  i f  i c a t i o n  e t  dosage de 1 'ac ide  glycolique 

1 )  PROCEDE DE KLENK ET UHLENBRUCK (544) . 
KLENK e t  UHLENBRUCK (545) ont  d d c r i t  un procédé de dosage de 

1 lac ide  g lycol  ique, préalablement 1 ibé ré  de 1 'ac ide  N-glycolyl-neurarnini- 

que par  une hydrolyse su l fu r ique ,  en mettant à p r o f i t  l a  formation d'une 

co lo ra t ion  pourpre avec l e  r é a c t i f  dtEEGRIWE (546) au 2,7 - dihydroxynaph- 

t a l ène .  Selon GIBBONS (547) l a  r éac t ion  s e r a i t  donnée par l lald&hyde for-  

mique provenant de l a  décarboxylation de l ' a c i d e  glycolique,  En e f f e t ,  les 

spect res  donn6s par ces  deux composés sont  superposables. 

Réact i fs  

Solut ion de 2,7 - dihydronaphtalène ( r e c r i s t a l l i s b )  dans l ' a c i -  

de su l fu r ique  concentré de dens i t é  1 ,8  (10 mg dans 100 ml). 

Solut ion d 'ac ide  glycolique à 10 mg p. 100 m l  d 'eau d i s t i l l é e ,  

canservee à 4°C. 

Mode opéra to i re  

- Ajouter à 1 m l  de so lu t ion  d 'acide s i a l i q u e  (correspondant 

B 1 à 10 pg d 'ac ide  glycolique) 1 m l  d 'ac ide  su l fu r ique  2 N .  Maintenir à 

100°C pendant 1 heure. 

- Ajouter un peu de charbon mima1 ac t ive ,  f i l t r e r  e t  compléter 

à 10 m l  avec de l ' eau  d i s t i l l é e .  



- A 0 , 2  m l  de l l h y d r o l y s a t ,  a j o u t e r  4  m l  de r é a c t i f  dlEEGRIVE. 

Chauffer  pendant 20 mn exactement à 100°C. Mesurer l a  d e n s i t é  op t ique  à 

546 mp.. 

- On i n t r o d u i t  dans chaque s é r i e  de dosage deux s é r i e s  de t é -  

moins c o n s t i t u é s ,  d 'une p a r t ,  par  de l ' e au  d i s t i l l é e  e t ,  d ' a u t r e  p a r t ,  par  

l a  s o l u t i o n  t i t r é e  d ' a c i d e  g lycol ique .  

De nombreuses substances i n t e r f è r e n t  : l e s  asamines, l ' a c i d e  

muramique, l e s  oses ,  c e r t a i n s  ac ides  aminés, l ' a c i d e  l a c t i q u e ,  l e  glyco ' l -41-  

déhyde (GIBBONS ( 5 4 8 )  ; LJHITEHOUSE e t  ZILLIKEN (549)) .  Toutefo is ,  on 

é l imine ra  t o u t e  causc d ' e r r e u r  en t r a ç a n t  l c  s p c c t r c  d 'absorp t ion  de l a  

c e l a r a t i o n  obtcnuc : lelhromophore de l ' a c i d e  g lycol ique  p ré sen te  un 

maximum h 546 mp e t  ceux des substances i n t e r f é r e n t e s  à 480 m p .  L 1 i n t e n s i t é  

de  l a  c o l o r a t i o n  cbmQeprJ'acide N-acétylneuraminique ne  dépasse pas 3p ,100 

de celle que donne une q u a n t i t é  équiva len te  d ' a c i d e  N-glycolylneuraminique 

(WHITEHOUSE e t  ZILLIKEN) (550) .  

2)  PROCEDE DE GIBBONS (551) 

Af i n  d161iminer t o u t e  in te r fé rence .  , GIBBONS (552) precanise  

de p u r i f i e r  l e s  hydro lysa ts  s u r  des colonnes d'échangeurs d 'anions,  

Réac t i f s  

- Solu t ion  de  2,7-dihydrexynaphtalène ( v o i r  c i -dessus) .  

- Solu t ion  s tock  de 213 mg de g l y c o l a t e  de z inc  2 H 2 0  

(conserv6 sous ch lo ru re  de calcium) pour 100 m l  d 'eau.  Maintenir au f r o i d  

et d i l u e r  au dixième au moment de l ' emplo i  pour ob ten i r  une s o l u t i o n  

correspondant à 0 , l  g p. 1000 m l  d ' ac ide  g lycol ique .  

- Dowex 1 x 8 . 9 -  mesh 200-400 ; forme benzoate obtenue en 

t r a i t a n t  successivement l a  r é s i n e  par  5 volumes d ' ac ide  chlorhydrique 2 N 

à 80°C pendant 30 mn, par  de l ' e au ,  par  20 volumes de soude 2 N,  par  

de l ' e a u ,  par  10 volumes d 'une s o l u t i o n  1 M de benzoate de sodium e t  par 

de l ' e a u .  



Mode opéra to i re  

- L'hydrolysat  e s t  passé s u r  l a  colonne d'échangeur d'anions 

q u i  e s t  ensu i t e  lavé soigneusement B l ' e a u  d i s t i l l é e .  L 'acide glycolique 

e s t  déplacé par  l e  passage d'une so lu t ion  1 PI de s u l f a t e  de potassium. Le 

volume du l iqu ide  e f f luen t  e s t  complété B 10 m l .  

- A 1 m l  de l a  so lu t ion ,  on a j o u t e  10 m l  de r é a c t i f  d'EEGRIVE e t  

l 'on  applique l e  protocole expérimental d é c r i t  plus haut .  Les "témoins 

internes" sont  représentés  par une s o l u t i o n  1 M de s u l f a t e  de potassium et 

par  l a  s o l u t i o n  t i t r 6 e  de g lycola te  de zinc.  La détermination des absor- 

bances e s t  e f fec tuée  à 535 mp. 

Nota. TETTAMANTI e t  c o l l .  (553) ont d é c r i t  une méthode d ' i d e n t i f i c a t i o n  - 
et de dosage de l ' a c i d e  glycolique par  chromatographie en phase gazeuse 

dont l e  pr inc ipe  e s t  l e  su ivant .  Les hydrolysats  su l fur iques  de l ' a c i d e  

N-glycolylneuraminique sont  p u r i f i é s  par l ' a d d i t i o n  d'eau de baryte,  puis 

par  passage s u r  une colonne de Dowex 2 x 8 (forme a c é t a t e ) .  L 'acide gly- 

col ique  e s t  déplacé par une so lu t ion  2 M de chlorure  de sodium e t  e x t r a i t  

du rés idu  sec ,  provenant de l ' évapora t ion  de l a  so lu t ion  e f f luen te  par  un 

mElange de chloroforme e t  de méthanol (7:3). Celui-ci  e s t  évaporé e t  l e  

rés idu  e s t  t r a i t é  par l e  propanol chlorhydrique anhydre. L ' e s t e r  propylique 

de l ' a c i d e  glycolique e s t  i d e n t i f i é  e t  dosé par  chromatographie en phase 

gazeuse e f fec tuée  dans l e s  condit ions su ivantes  : colonnes de Weas s u r  

Chromosorb ; longueur : 2 m ; diamètre 2 mm ; température de l a  colonne : 
2 2 136°C ; gaz vecteurs : azote  (0,7 kg/cm 1, hydrogène (0,3 kg/cm 1, oxygène 

2 
( 1  kg/cm ) ; déb i t  de l ' a z o t e  (0,g l / h ) .  

I V  - IDENTIFICATION DES PRODUITS DE DEGRADATION DES ACIDES 

SIALIQUES PAR LA N-ACETYLNEURAl4INIQUE-ALDOLASE. 

La N-acétylneuraminique-aldolase dégrade l e s  acides N-acétyl 

e t  N-glycolylneuraminique en N-acyl-mannosamine e t  en ac ide  pyruvique 

(BRUNETTI, JOURDIAN e t  ROSEMAN (554) ; COMB e t  ROSEMAN (555)). L ' iden t i f i ca -  

t i o n  des deux produits  de l a  dégradation permet de confirmer l a  na tu re  de 

ces  deux ac ides  s i a l iques  . 



a - Hydrolyse par  l a  N-acétylneuraminique-aldolase. 

Nous u t i l i s o n s  au l a b o r a t o i r e  l e  mode o p e r a t o i r e  su ivant  

(BRUNETT 1, SWANSON e t  ROSEMAN) ( 556) , 

250 à 500 pg d ' a c i d e  s i a l i q u e  son t  d i ssous  dans 2 à 5 m l  d 'une 

s o l u t i o n  de phosphate de potassium 0 , l  M tamponnée à pH 7,2. On a j o u t e  

e n s u i t e  100 Zi 200 u n i t é s  d ' a l d o l a s e  (*) e t  on main t ien t  l a  s o l u t i o n  à 

37OC pendant 8 à 12 h. 

b - I d e n t i f i c a t i o n  de l a  N-acylosamine 

Une p a r t i e  a l i q u o t e  de l l h y d r o l y s a t  e s t  passée s u r  de p e t i t e s  

colonnes d'échangeurs de c a t i o n s  ( ~ o w e x  50 x 8 ; -meçh 25-50 ; forme ac ide  ; 

1 x 5 cm) e t  d 'anions (Duo l i t e  A-40 ; mesh 25-50 ; forme formia te  ; 1 x 5cm). 

Les N-acylosamines p ré sen te s  dans l a  s o l u t i o n  e f f l u e n t e  s o n t  i d e n t i f i é e s  par  

l e s  procédés chromatographiques e t  é l ec t rophoré t iques  d e c r i t a  par  JOURDIAN 

e t  ROSEMAN (557) (Tableau ?:V ; p.  1 5 9 ) .  

c - I d e n t i f i c a t i o n  de 1 ' a c i d e  pyruvique. 

Sur une p a r t i e  a l i q u o t e  de l ' hyd ro lysa t  nous appliquons l e  

procédé d é c r i t  par  BISERTE e t  DASSONVILLE (557bis) et  DAssoNV14k$ ) dont 

le  p r inc ipe  e s t  fondé s u r  l a  t ransformation de l ' a c i d e  pyruvique en 

dini t rophénylhydrazone q u i  e s t  e x t r a i t e  par  l ' é t h e r  e t  i d e n t i f i é e  par  

chromatographie s u r  pap ie r .  

Nota.  Dans le  cas  d 'ac ides  neuraminiques O-subst i tués ,  l ' a c t i o n  de - 
l ' a l d o l a s e  d o i t  ê t r e  exercée  après  une s a p o n i f i c a t i o n  des fonc t ions  O-acyl 

e f f e c t u é e  dans l e s  cond i t i ons  su ivantes  : 

a - s o i t  en t r a i t a n t  l e  s ia loconjugué lui-méme pa r  une s o l u t i o n  

de C03Na2 0,05 N ,  a 100°C pendant 30 mn (GIBBONS)(S~~)  e t  en e f f ec tuan t  

e n s u i t e  l a  l i b é r a t i o n  e t  l ' i so lement  chromatographique de l ' a c i d e  s i a l i q u e  

dans l e s  condi t ions  que nous avons d é c r i t e s  p lus  haut ;  

( t )  Nous employons une p répa ra t ion  commerciale d l a l d o l a s e  de Clostr idium 
pe r f r inaens  provenant des Etablissements SIGMA. 



Tableau f XV 

Comportement chromatographique et électrophorétique et propriétés physiques des N-acétyl 

et N-glycolylhexosamines (JOURDIAN et R O S W )  (560) 

( Migration chromatographique calculée par rapport à la N-acétylglucosamine (G~CNAC). 
Système-solvant no 1 : n-butanoliacide acétiqueleau (50:12:25) ; papier Whatman no 1 
Système-solvant no 2 : n-butanolipyridine/eau (6:4:3) ; papier Whatman nOl boraté 
(procédé de CARDIN1 et LELOIR) (561) 

Révélation par la méthode "indirecte" d'EHRLICH (voir p. 222 1. 
(.Mc) Electrophorèse effectuée selon MARIMAM et SMITH (562) ; papier Whatman n03 MM ; solution tamponnée 

de tiitraborate de sodium à 1 p.100 de pH 9,5 ;22~/cm pendant 0,5 h ; refroidissement par du 
tétrachlorure de carbone. 

(*)Points de décomposition déterminés en tubes capillaires. 
(-)En solution aqueuse. 

Nature des composés 

N-acétylgalactosamine 
N-acétylglucosamine 
N-acétylmannosamine 

N-glycolylgalac tosamine 
N-glycolylglucosamine 
N-glycolylmannosamine 

a i~ rm) 1:' 

+106+ +72,4 
+33,4++28,2 
+8,3++7,6 

* 

PF (enoC) 

(ml 

156-160 
1811 - 190 
66-73 

R ~ l c ~ ~ c  (*) 
Solvant nO1 

1 
1 
1,08 

O, 72 
O, 76 
0,83 

Comportement en électrophorèse 
sur papier (cm parcourus)(W) Solvant n02 

O, 43 
1 
0, 40 

0,15 
O, 70 
O, 19 

Cathode 

1,5 

Anode 

0, 3 

3,8 

094 

39 7 



b - s o i t  en maintenant l e s  acides s i a l i q u e s  eux-mêmes à pH 

1,3,  pendant 4 à 6 jours,  à 25OC (BLIX) (563) ou dans l ' a c i d e  sul fur ique  

0,01 N,  pendant 18 à 24 h à + 4OC (BLIX, LINDBERG, O D I N  e t  WERNER (564) 

ou encore à pH 8-9, à 20°C, perdant des temps va r i an t  de 1 h à plus ieurs  

jours .  Toutefois,  on cour t  l e  r i sque  de dégrader totalement l e s  acides 

s i a l i q u e s  q u i  sont  tr&s l a b i l e s  en mil ieu a l c a l i n .  

D - DOSAGE CHROMATOGRAPHIQUE DES ACIDES SIALIQUES 

1 - PROCEDES COLORIMETRIQUES 

Nous appliquons au l abora to i re  l e  mode opéra to i re  suivant  : 

Les solu t ions  d 'acides s i a l i q u e s  sont  soumises l a  chromato- 

graphie q u a n t i t a t i v e  su ivant  l e  procéd6 de MûNTREUIL, SCRIBAN e t  MüLLET 

(565) d é c r i t  à propos des oses neut res .  Les so lu t ions  d ' é lu t ion  sont  com- 

p lé tées  à un volume t e l  que 1 m l  renferme 50 à 100 pg de chacun des ac ides  

s i a l i q u e s .  Le dosage colorimétrique e s t  ensu i t e  e f fec tué  par  l e s  méthodes 

colorimétriques c lass iques  (vo i r  MONTREUIL e t  SPIK) (566) : méthode à l a  

diphénylamine de WERNER e t  ODIN (567), méthodes à l ' a c i d e  th iobarbi tur ique  

de WARREN (568) et dlAMINOFF (569). Ces dernieres  ne sont  tou te fo i s  pas 

appl icables  au dosage des ac ides  neuraminiques 0-7- subs t i tués .  

Des procédés analogues ont é t é  d é c r i t s  par  SVENNERHOLM e t  

SVENNERHOLM (570) : dosage par l a  méthode au réso rc ino l  de SVENNERHOLM 

(571) ( e r reur  - + 3 p. 100) ; par MARKDVI? (572) : dosage par  l a  methode de 

WERNER et ODIN (573) au p-diméthylaminobenzaldéhyde ; par RZECZYCKI (574) : 

dosage par  l a  méthode de WERNER e t  ODIN (575) à l a  diphénylamine. 

2 - PROCEDES ENZYMATIQUES 

Les acides N-acétyl e t  N-glycolylneuraminiques peuvent ê t r e  

dosés en mettant à p r o f i t  l ' a c t i o n  d'une a ldo lase  speci f ique  q u i  dégrade 

l e s  deux acides s i a l i q u e s  en l i b é r a n t  de l ' a c i d e  pyruvique e t  l a  N-acyl- 

D-mannosamine (BRUNETTI, JOURDIAN e t  ROSEMAN (576) ; COMB et ROSEMAN 

(577)) .  La réac t ion  est équ i l ib rée  mais e l l e  e s t  complète s i  e l l e  e s t  



couplde avec l a  réduction de l ' a c i d e  pyruvique par  l a  lactico-transhydro- 

g6nase. COMB e t  ROSEMAN (578) e t  BRUNETTI, SWANSON e t  ROSEMAN ( 5 7 9 )  ont 

m i s  au point ,  su r  c e  pr inc ipe ,  une méthode de dosage des acides N-acétyl 

e t  N-glycolylneuraminique par ?a mesure f luoro  ou spectrophotométrique de 

l a  quan t i t é  de pyridine nucléot ide  oxydé. 

Les ac ides  s i a l i q u e s  O-substitués ne réag i s sen t  pas. Toutefois 

i ls pourront & t r e  dosés après hydrolyse a l c a l i n e  des fonctions O-acylées 

(voi r  p. 150 1. 
On trouvera dans l e s  a r t i c l e s  de COMB e t  ROSEMAN (580)  e t  

9-ETTI, SWANSON e t  ROSEMAN (581) tous l e s  d é t a i l s  techniques de c e t  

é légant  procédé de dosage q u i  o f f r e ,  en out re ,  l ' avantage  d ' ê t r e  tres 

sens ib le  puisqu ' il permet de doser jusqu1i3 5 pg d'acide s i a l ique .  

E - CONCLUSIONS 

Comme dans l e  cas  des oses, l ' i d e n t i f i c a t i o n  et l e  dosage 

des ac ides  s i a l  iques par  chrmatographie  s u r  papier  ne  présentent  aucune 

d i f f i c u l t é .  Au con t ra i r e ,  l e  probl&re de l 'hydrolyse  q u a n t i t a t i v e  des 

l i a i s o n s  s i a l y l ,  e f fec tuée  sans dégrader l e s  ac ides  s i a l iques  l i b é r é s ,  

reste e n t i e r ,  sauf dans l e  cas ,  évidement  où l e  sialoconjugué ne renferme 

qu'un s e u l  ac ide  s i a l i q u e .  Dans l ' é t a t  ac tue l  de l a  quest ion,  l ' analyse  

chromatographique n ' e s t  appl icable  qu 'à  l ' i d e n t i f i c a t i o n  des ac ides  s i a l i -  

ques. E l l e  ne peut permettre dz déterminer l e s  rappor ts  molaires dans 

lesquels  sont  r é p a r t i s  p lus ieu r s  acides s i a l  iques dans un glycoprot ide. 



DES 

ACIDES URONIQUES 

La détermination de l a  composition molaire en acides uroniques 

d'un os ide  ne présente  aucune d i f f i c u l t é  lorsque ce dernier  ne  renferme 

qu'un s e u l  type d 'acide uronique. Au con t ra i re ,  l e  problème devient inso- 

luble  quand plus ieurs  acides uroniques d i f f é r e n t s  en t ren t  dans s a  const i -  

tu t ion .  En e f f e t ,  il e s t  impossible de l i b é r e r  quantitativement l e s  acides 

uroniques sans les dégrader c a r  l e s  l i a i s o n s  Ifuronosidyll' sont  parmi les 

plus s t a b l e s  (vo i r  p .33' et  164 ) .Les méthodes chromatographiques ou é lec t ro-  

phorétiques de sépara t ion des acides uroniques seront  donc essentiel lement 

appliquees à l ' i d e n t i f i c a t i o n  de ces  composés. 

1 - HYDROLYSE DES LIAISONS URONOSIDYL. 

Les l i a i s o n s  uronosidyl sont ca rac té r i sées  par une grande s t a b i l i t é  

vis-à-vis des acides.  Celle-ci  e s t  bien supérieure à c e l l e  des l i a i s o n s  gly- 

cosidiques des oses "neutres1' correspondants. E l l e  e s t  conférée par l a  pré- 

sence du groupement carboxylique en posi t ion  C de l a  molécule d'ose ( v o i r  5 
p. 33). C 'es t  pourquoi l a  réduction de l a  fonction ac ide  des acides uroni- 

ques conjugués dans des molécules d'osides a é t é  préconis6e pour l thydrolyse  

de ces dernieres  (vo i r  p. 180 1. 
La s t a b i l i t e  des l i a i s o n s  uronosidyl e s t  l i é e ,  en outre,  it l a  

s t r u c t u r e  de l ' a c i d e  uronique lui-même et  à c e l l e  de l ' o s i d e  auquel ce lu i -c i  

appar t ient .  E l l e  obéi t  aux règ les  suivantes : 

a - Un hydroxyle équator ia l  en 4 s t a b i l i s e  l a  l i a i son .  Ce f a i t  

explique que les l i a i s o n s  galacturonosidyl soient  p lus  l a b i l e s  que les l i a i -  

son& glucoronosidyl . 
b- Comme dans l e  cas  des oses (vo i r  p. 33 1, l e s  formes pyranno- 

sidiques sont  p lus  s t a b l e s  que l e s  formes furannosidiques. 

c - L'ordre décroissant  des s t a b i l i t é s  suivant  l e  point  d ' a t t ache  

des l i a i s o n s  uronosidyl e s t  l e  suivant : 134, J i 2  et 1 3  6 (DE e t  TIMELI)@~+) 

(+) Voir l e s  revues générales d'ADAMS (582) e t  de MARSH (583). 
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Les modal i tés  de li hydrolyse a c i d e  des 1 ta i sons  Gronos i d y l  
C 

v a r i e n t  donc, 1")  avec la  n a t u r e  de  l ' a c i d e  uronique e t  2'2 a u e c . l a  s t r i ~ c t u r e  

de  l ' o s i d e .  

1') - Les l i a i s o n s  de l ' a c i d e  mannuronique son t  parmi l e s  p lus  . 

s t a b l e s  e t ,  pour r é a l i s e r  l ' hyd ro lyse  de l ' a c i d e  a lg in ique ,  on d o i t  u t i l i s e r  

de l ' a c i d e  formique à 90 p.lOOOà 100°C pendant 2 heures  (SPOMR) (585) ou 

de  l ' a c i d e  s u l f u r i q u e  à deux concent ra t ions  d i f f é r e n t e s  : d'abord l ' a c i d e  

s u l f u r i q u e  à 80 p.100 (v:v) à 20°C pendant 18 heures ,  pu i s  avec de  l ' a c i d e  

s u l f u r i q u e  2 N à 100°C pendant 5 heures (HAUG e t  LARSEN) (586).  Au c o n t r a i r e ,  

l e s  l i a i s o n s  de l ' a c i d e  glucuronique sont  p lus  l a b i l e s  e t  l ' hydro lyse  e s t  g6- 

néralement e f f ec tuée  avec des s o l u t i o n s  d i l u é e s  d ' ac ide  chlorhydrique ou 

d ' ac ide  s u l f u r i q u e  à 100°C e t  pendant des temps p lus  c o u r t s  : a c i d e  1 à 2 N,  

a g i s s a n t  pendant 0 ,5  à 2 heures .  Toutefois ,  des  a u t e u r s  ont préconisé l ' emplo i  
. . 

de l ' a c i d e  formique (hydrolyse de  l ' hépa r ine  par  l ' a c i d e  formique à 90,6 p,100 

pendant 4 à 6 h à 100°C) (RADHAKRISHNAMTRTHY et BERENSON) (587) e t  des formes 

ac ides  des r é s i n e s  dchangeuses de  c a t i o n s  u t i l i s é e s  s eu le s  (hydrolyse de 

l ' a c i d e  chondroïtique-sulfurique B par  l e  Dowex-50 (HOFFMAN, LINKER e t  MEYER 

(588). ou a s soc i ées  à l ' a c i d e  chlorhydrique 0 ,05  N (hydrolyse à 107OC de d i v e r s  

polyosides pa r  l lAmber l i t e  CG 120 (DZIEWIA TK,OWSKI (589) ; STABY, iJARDI e t  

T W E R :  (590) ou par  l e  Dowex-50 (ANASTASSIADIS e t  COMMON (591 ) ; L4AB e t  

ANASTIASSADIS (592)) .  Enfin,  l ' hyd ro lyse  enzymatique n ' a  reçu que de r a r e s  

a p p l i c a t i o n s  (vo i r ,  pa r  exemple, JOHNSTON e t  MA2I)N) (593) .  En ey fe t ,  l e s  

glycuronosidases  ne son t  a c t i v e s  que s i  les molécules d 'ac ides  uroniques 

appar t iennent  à des urono-conjugués ou s i  . e l l e s  s e  t rouvent  en p o s i t i o n  

"externe" dans des os  i des .  

D'autre  p a r t ,  l e s  l i a i s o n s  des ac ides  uroniques engagés dans des 

macromolécules mucopolyosidiques, comme, p a r  exemple, l e s  g m e s  (WHISTLER 

e t  RICHARDS) (594) ou l e s  ac ides  chondroYtine-sulfuriques, sont  p lus  s t a b l e s  

que c e l l e  des glueurono-conjugués de f a i b l e  poids molécula i re  ( v o i r  l a  revue, 

~ ' A D A M S )  (595). 

Il e s t  donc d i £  f i c i l e  de prévoi r  la  r é s i s t a n c e  des l i a i s o n s  "uïono- 

s i d y l "  e t  i l l u s o i r e  de rechercher  une méthode géné ra l e  d'hydrolyse. Comme dans 

l e  c a s  des oses ,  il e s t  ind ispensable  d '  e f f e c t u e r  des études c i n é t i q u e s  d.e l a  

l i b é r a t i o n  des acide6 uroniques avec des ac ides  de  n a t u r e  d i f f é r e n t e  e t  à den 

concept ra t ions  v a r i a b l e s  (CORNILLOT) (596) pa rv i en t  à la  même conclus ion .  Cet 

a u t e u r  a, pa r  exemple, C-tudié l a  c i n é t i q u e  de  l a  l i b é r a t i o n  de l ' a c i d e  glu-- 



curonique des glucurono-conjugu6s u r ina i res  sous l ' a c t i o n  d 'acide chlorhydri- 

que 2 N e t  4 N pendant 30 à 90 minutes à 100°C et  observé que l 'hydrolyse 

Qtai t  maximale avec l ' a c i d e  chlorhydrique 2 N pendant 30 minutes et que 50 

p.100 de l ' a c i d e  glucuronique é t a i t  d é t r u i t  en 90 minutes par l ' a c i d e  

drique 4 N. 

Toutefois; ce r t a ines  l imi tes  de concentrat ions e t  de temps ne pour- 

ron t  pas &tre dépassées sans amener une des t ruct ion plus ou moins profonde ; 

des acides uroniques. A c e t  ggard, de nombreux travaux ont é t é  ef fec tués  

concernant l a  s t a b i l i t é  de 1 lac ide  glucuronique vis-à-vis des agents ac ides  

d'hydrolyse, mais l e s  r é s u l t a t s  é t a i e n t  encore fragmentaires. C 'es t  pour- 

quoi, nous avons é tudié  l a  s t a b i l i t é  des acides uroniques les plus courants ,  

- acides glucuronique e t  galacturonique-, vis-à-vis des acides chlorhydrique 

e t  sulfurique,  l e  plus f r é q u m e n t  u t i l i s é s  pour hydrolyser l e s  polysaccha- 

r ides .  

RECHERCHES SUR LA STABILITE DES ACIDES URONIQUES 

A - STABILITE VIS-A-VIS DES ACIDES 

Nous avons r é a l i s é  une étude de l a  c inét ique  de destruction de 

l la .c ide  glucuronique, l i b r e  e t  conjugué sous l a  forme d 'acide chondroftine- 

sul fur ique  A et de l ' a c i d e  galacturonique, par  l e s  acides chlorhydri- 

que e t  su l fur ique  agissant  à 100°C, à des concentrat ions e t  pendant des 

temps var iables .  

1"- Mode op6ratoire 

Des solut ions  de 100 mg d'acide glucuronique ou d'acide galac turo  

nique dans 100 m l  d'ac ide chlorhydrique 1 N, 2 N ou 4 N ont é t é  maintenues 
' 8  

à 100°C dans des tubes s c e l l é s ,  pendant des temps va r ian t  de 0,5 à 48 h. :: 

Le dosage des acides uroniques a Qté effec tué  s u r  1 m l  des solut ions,  préa- 

lablement di luQes au 1/15, par l a  méthode au carbazol-sulfurique de DISCHE 

( 597 )  (vo i r  MONTREUIL e t  SPIK ; (592 bis) ; .p.. 59 (+). 

( f )  Nous avons préalablement v é r i f i é  que l ' a c i d e  chlorhydrique di lué  n ' in-  

t e r f é r a i t  pas dans l e  développement de l a  colora t ion.  En outre, l e s  so- 

lutions-témoins d'oses purs ont été pr6parées avec de l ' ac ide  chlorhy- 

drique à l a  m&ne concentrat ion que c e l l e  des solut ions étudiées.  



Dans une deuxième s é r i e  d'expériences, un mode opéra ta i re  iden- 

t i q u e  a é t é  appliqué à l ' ac ide  chondroïtine-sulfurique A (200 mg dans 100 

m l  de s o l u t  ion chlorhydrique) . 

2" - Résul ta ts  et discussion 

Les r é s u l t a t s  que nous avons obtenus sont  rassemblés dans l e  

tableau XVI (p. 166) pour l e s  acides uroniques l i b r e s  et dans l e  tableau 

X V I I  (p. 167) pour l ' a c i d e  glucuronique conjugue de l ' a c i d e  chondroïtine 

su l fu r ique  A. Nous l e s  résumerons de l a  manière suivante : 

a - Les ac ides  uroniques sont  sens ibles  a l ' a c t i o n  des acides.  La dégrada." 

t i o n  est due à une décarboxylation q u i  e s t  d ' a i l l e u r s  m i s e  à p r o f i t  dans 

des dosages manométriques de ces  composés e t  q u i  conduit, non pas au xylo- 

se, mais au furfuraldéhyde (ANGELL et a1.(598) ; BRISSAUD - et a1.(5gg) ; 

DüNSTAN e t  GILLAM (600) ; LAUNER e t  WILSON (601) ; UNGAR e t  JAGER (602) ; 

YOUNGBURG ( 603 ) ) . 
Cet te  observation confirme c e l l e  de nombreux auteurs : ANDES- 

SON, RUSSEL e t  SEIGLE (604) ; COFWILLOT (605) (des t ruct ion de 1 'ac ide  glççs- .-'',A 
ronique des glucuro-conjugués u r i n a i r e s  par HG1 2 N à 1 0 0 ' ~  au de là  de 

30 mn) ; DANISHEFSKY, EIBER e t  CARR (606) (des t ruct ion de l ' ac ide  glucuro- 

nique de l th6par ine  par S04H2 1 N à 100°C pendant 16 h) ; DIP ERANTE e t  

RICH (607) (des t ruct ion pratiquement t o t a l e  de l ' a c i d e  glucuroniq.ie par 

HC1 4 N à 100°C pendant 6 h )  ; ANASThZADIS e t  C O M N  (608) e t  HAAB et 

ANASTASSUDIS (609) (cin6tique de l a  des t ruct ion de l ' a c i d e  glucuronique 

par  HC.1 4 N à 107°C) ; KilREL e t  a l ,  (610) ; NELSON e t  PERCIVAL (611) 

(des t ruct ion par  HC1 1 N 5 120°C pendant 10 à 24 h) ; WOLFWM e t  KARABINGS 

(612) (des t ruct ion p a r t i e l l e  de l ' a c i d e  glucuronique de l 'hépar ine  au 
-. 

des hydrolyses ac  ides ) . 
b - La l a b i l i t 6  des acides uroniques vis-à-vis des acides dépend de l eu r  

nature.  L 'acide galacturonique e s t  un peu plus r é s i s t a n t  que l ' ac ide  glucu- 
- 

ronique. Dfapr&s les travaux de p lus ieurs  auteurs,  l ' a c i d e  mannuronique e s C  

nettement p lus  s t a b l e  que les deux précédents, t and i s  que l ' ac ide  iduroni- 

que est de l o i n  l e  p lus  l a b i l e .  
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Tableau XVII 

Hydrolyse de l'acide chondroltine-sulfurique A 

Stabilité de l'aclde glucuroniquo'conjugu~ vis-$-vis des acides chlorhydrique et sulfurique 

(Les nombres précisent les pourcentages de récupération de l'acide glucuronique) 

Temps de chauffage (en h) à 100°C 
+! 

0, 5 1 2 3 4 6 24 48 ;f 
'$ 

103,5 10 7 107 103 103 103 82 

- 10 1 108 105 10 1 99 54,5 

105 102 117 104 95 80,5 O 
1 ; 

101 98 100 100 94 94 74 - 
103 97 9 7 9 7 91 94 - - I 
10 7 107 100 100 100 95 64 - 

Nature de 

1 ' acide 

S04H2 

Concentration 

de l'acide 

N 

2 N 

4 N 

N 

2 N 

4 N 



8 .  . ' ,  .,, - 
'-  ' " , , '  , '< ,. '., ,-' ,,,,,, ,; -. , . 

.. .. 
. . , . 7 . .  ' -  , .  . . . 8 ; '  - ,  - .  

. . . 8 -  . .  . 

168 ' - -,a 
; 2 

8 .;Y 
1, 

1 . I 
c - L'acide s u l f u r i q u e  e s t  moins a g r e s s i f  que l ' a i d e  chlorhydrique.  ' 7: 

d - La s t a b i l i t é  d'un a c i d e  uronique semble ê t r e  augmentée lorsque  c e  der- 

n i e r  e s t  sous une forme conjuguée. On observe, en e f f e t ,  dans l e  t ab l eau  

X V I I  (p. 1671, q u e l e  taux  de  d e s t r u c t i o n  de  l ' a c i d e  glucuronique p ré sen t  

dans 1 lac ide  chondroï t  ique-su1 fu r ique  A e s t ,  pour chaque temps de 1 'hydro- 

lyse ,  nettement i n f é r i e u r  à c e l u i  de l ' a c i d e  glucuronique l i b r e .  La quan- 

t i t é  dosée d ' a c i d e  glucuronique e s t  même, au début de chaque hydrolyse, su- 

pé r i eu re  & la  q u a n t i t é  théor ique  (augmentation, par  exemple, de 7 à 8 p . IO0  

au bout de 2 h d 'hydrolyse par  HC1 1 N et 2 N). La même observa t ion  a é t é  

f a i t e  par  ANASTASSIADIS e t  COMMON (613) sans  q u ' i l  s o i t  poss ib l e ,  pour 

l ' i n s t a n t ,  de donner une exp l i ca t ion  à c e  phénomène. 

B - STABILITE VIS-A-VIS DES ECHANGEURS DE CATIONS 

*Li 
Les r é s i n e s  polystyrène-sulfonées dégradent l e s  ac ides  uroniques ,q 

dans une p ropor t ion  moindre que l e s  ac ides  minéraux e t  p l u s i e u r s  au t eu r s  ont  % 
préconisé  l e u r  emploi pour couper l e s  l i a i s o n s  uronosidyl .  Ce procédé d'hy- 

d ro lyse  a pr incipalement  é t é  appl iqué à la  p répa ra t ion  de 1 ' ac ide  L-iduro- 1 
P 

nique  à p a r t i r  d e  1 ' ac ide  chondro'it ine-su1 fu r ique  B (DZIEWIATKOVSKI (614) ; ' i 
HOFFMAN, LINKER et MEYER (615) ; RADHAKRISHNAMLJRTHY e t  BERENSON (616)).  

ANASTASSIADIS e t  COMMDN (617) e t  HAAB e t  ANASTASSIADIS (6181, à l a  s u i t e  

d 'une é tude  poussée de la  s t a b i l i t é  des ac ides  uroniques vis-à-vis  des 

ac ides  e t  des échangeurs de c a t i o n s  ont  proposé un procédé "mixte" d'hydro- 

l y s e  des mucopolyosides q u i  a s soc i e  l ' a c i d e  chlorhydrique 0,05 N e t  l e  

Dowex-50 sous sa forme ac ide .  D'après les au teu r s ,  l 'échangeur  de  c a t i o n s  

j o u e r a i t  un rale de ca t a lyseu r  de l ' hyd ro lyse  des l i a i e o n s  uronoaidyl  e t  - 

de "protecteur"  des  ac ides  uroniques 1 ibér6s .  I l s  ne parviennent cependant '<j 
pas à é v i t e r  une d e s t r u c t i o n  p a r t i e l l e  de c e s  d e r n i e r s  puisque l e  pourcen- 

t age  de r r u p é r a t  ion  de l ' a c i d e  glucuronique " l i b re"  e s t  de 90 e t  80 p . I O 0  3 
aprhs,  respectivement,  12 e t  36 h d'hydrolyse. Ces r e s u l t a t s  ont  é t é  con- 1 
f i m 6 s  par  DZIEWIATKOWSKI (619) B propos de l 'hydro lyse ,  B 108'C, de l t ac i -  .;] 

J 4 

de chondroft inc s u l f u r i q u e  tZ (10 mg en s o l u t i o n  dans 5 m l  a r ac ide . ch ïo rhy  : 3 - - 
dr ique  0,05 N) par  la  forme ac ide  de  l lAmber l i t e  CG 120 x 8 (200 mg). 

... , t  



CONCLUS 1 ONS 

La conclusion générale que nous pouvons tirer (voir aussi ADAMS 

(620) ; MARSH (621)) de l'ensemble des travaux qui concernent la stabilité 

des liaisons uronosidyl et des acides uroniques est qu'il n'existe pas en- 

core de procédé de libétbtion quantitative des acides uroniques conjugués. 

Il est, en effet, impossible d'effectuer l'hydrolyse totale des liaisons 

uronosidyl sans détruire une partie importante des acides uroniques, Le 

problème est compliqué par le fait que la stabilité de ces derniers varie, 

d'une part, avec leur nature et , d'autre part, avec la structure moléculai- 
re des urono-conjugués, Connne dans le cas des acides sialiques, l'étude 

chromatographique ou électrophorétique des acides uroniques présents dans 

des hydrolysats d'osides est donc exclusivement qualitative et elle ne peut 

permettre, en aucun cas, de déterminer la composition molaire d'un oside 

dès que deux acides uroniques coexistent dans une molécule de glycanne. 

Au laboratoire, nous associons, généralement, l'identification 

chromatographique ou électrophorétique des acides uroniques avec ceux des 

oses neutres et nous effectuons l'hydrolyse avec de l'acide chlorhydrique 

1 N pendant 1 à 2 h ou 2 N pendant 1 à 1,5 h. L'hydrolysat est ensuite puri- 

fie et fractionné, comme nous l'avons vu plus haut (voir p. 651, sur colon- 

nes d'échangeurs d'ions et les acides uroniques sont déplacés de l'échangeur 

d'anions (Duolite A 102 D) par le passage d'une solution d'acide formique à 

5 p.100 (v:v). L'éluat est 6vaporé à siccité sous vide et le résidu, repris 

par de l'eau légèrement alcalinisée avec de llanmoniaque, est soumis 2i l'ana- 

lyee chromatographique ou électrophorétique. 

Dans d'autres cas, pour réduire la destruction des acides uroni- 

ques, nous limitons notre étude de l'oside aux seuls acides uroniques et 

nous effectuons alors l'hydrolyse par l'acide sulfurique 1 à 2 N pendant 

des temps variant de 2 3 24 h. Les hydrolysats sont ensuite purifiés selon 

le mode opératoire précédent. En effet, le procédé d'élimination de l'acide 

sulfurique par la baryte est à proscrire, car il provoque des pertes impor- 

tantes d'acides uroniques dont les sels de baryum sont peu solubles (voir 

en particulier, HIRST et JONES) (622). 



II - IDENTIFICATION CHROMATOGRAPHIQUE 
ET EMCTROPHORETIQUE DES ACIDES URONIQUES 

ET DE LEURS DERIVES 

L'identification des acides uroniques peut être effecLu6e.par 

chromatographie sur papier, sur colonnes ou en phase gazeuse et par électro- 

phorese sur papier, soit des acides eux-mêmes ou de leurs lactones, soit 

des acides modifiés : oses obtenus par réduction de leur fonction carboxy- 

lique ou acides aldoniques obtenus par réduction de leur fonction réductrice, 

A - JDENTIFICATION DES ACIDES URONIQUES 
ET DE LEURS LACTONES 

Il est relativement aisé de préparer des solutions qui renferment 

exlusivement soit les acides uroniques, soit leurs lactones. En effet, l'ou- 

verture du pont lactonique est effectuée par simple alcalinisation des so- 

lutions par des traces d'ammoniaque. Quant à la lactonisation des acides 

uroniques, on l'obtient par les procédés suivants : 

- Chauffage à 806C, pendant 30 mn, des solutions d'acides uroni- 

ques amenées à pH 2 ou par chauffage à 70°C sous vide, pendant 4 à 5 h 

(GEE et Mc CREADY) (623). 

- Chauffage à 80°C, pendant 30 mn, des solutions d'acides uroni- 

ques dans l'acide chlorhydrique 1 N et élimination de ce dernier par éva- 

poration sous vide, en présence de méthanol (LIN et HASSID) (624). 

1 - CHROMATOGRAPHIE SUR PAPIER 
a - Systèmes -solvants (+) 

a - La composition des systémes-solvants joue un r81e tres impor- 

tant dans la chromatographie des acides uroniques. On évitera, par exemple, 

l'emploi de systhes-solvants basiques. Ils introduisent, en effet, un ris- 

que d'épimérisation des acides uroniques et d'hydrolyse des ponts lactoni- 

ques qui provoque un phénomène de trafnée. Nous avons obtenu les meilleures 

i4parations avec des systèmes-solvants acides base d'acétate d'éthyle, 

- - 

(+) Voir la revue générale de MARSH (625). 



comme, par exemple : 
-.:J - Le système-solvant de FISCHER et DORFEL (626) : pyridine/acé- 

I .Y 
tate dléthyle/acide acétique/eau (5I5:3: 1) ; papier Whatman n03 ; chroma- ::! 
tographie descendante ; saturation de .la cuve de chromatographie avec le , 

-. 
mélange pyridine/acétate d' éthyle/eau (11:40: 6) ; ! i 

- Le système-solvant de SIDDIQUI et PURVES (627) : acétate d'éthy-- 

le/acide acétiqueleau (9:2:2) ; papier Whatman nOl ; durée de la chromato- 
4 

graphie : 48 h. I 

Ces deux systèmes-solvants donnent de bonnes r6solutions, le pre- 5 
i 1 

! 
mier, des acides glucuroniquei ghlacturonique et mnnnuronique purs, .le sa* a 

cond, des acides glucuronique et iduronique, mais ils ne sont pas toujours 

applicables B l'étude d'acides uroniques déplac6s des échangeurs d'anions. 

fl - Plusieurs systèmes-solvants ont été proposés pour la séparation 
tion des lactones des acides uroniques dont la vitesse de migration est 

généralement plus élevée que celle des acides eux-mêmes (voir, par exemple, ?-. 

AYRES - et al. (628) ; HOUGH et al. (629) ; JONES et WISE (630) ; PARTRIDGE 

(631) ; SIMONART et GODIN (632)). Récemment, LIN et HASSID (633) ont obtenu 

d'excellentes séparations chromatographiques;en 8 à 12 h, de la glucurone, 

de la mannurone et de la gulurone, sur papier Whatman n052, avec le système- - 
solvant : pyridine/acétate dléthyle/eau (11:40:6). Nous avons, en outre, 

précisé, dans le tableau XVIII (p.172) le comportement de quelques urono- 

lactones dans différents systèmes-solvants. 

Y - OERTEL (634) a décrit des procédés de chromatographie des 
acides glucuronique et galacturoniqae sur des papiers échangeurs d'ions : . 

papiers Whatman DE-20 et ET-20. 

b - Réactifs de révélation 
-Réactif à l'oxalate d'aniline. Le procédé général de PARTRIDGE . 

(635) (voir p. 76) est parfaitement applicable ZL la révélation des acides . 

uroniques qui donnent une coloration brune non sp6cifique. 

Important : Dans le cas de llu;ilisation de systèmes-solvants (ou de tampons 

d'électrophorèse) boratés, le réactif à l'oxalate d'aniline exige l'élimina- 

tion des ions borate. Celle-ci est réalisée en imprégnant, par pulvérisation, 





solution de méthanol contenant 1 p. 100 (v :v) d' acide acétique. Après séchaie : r y  

des papiers à la température de la pièce, la révélation peut êtrt- effectuée. 

- Réactif au naphtorésorcinol. Les solutions acides de naphtore- 
sorcinol réagissent, dans certaines conditions, sélectivement avec les 

acides uroniques. Nous avons obtenu les meilleurs résultats avec le réactif 

au naphtorés~rc~nol de DEDONDER (641) (naphtorésorcinol : 100 mg ; acide 

chlorhydrique 2 N : 20 ml ; éthanol absolu ou N-propanol q.s.p. 100 ml) qui, 

B la température ordinaire, révele uniquement les acides uroniqwsqui appn- 

raissent sous la forme de taches d'un bleu intense sur un fond rose (+). 

- Réactif des lactones à l'hydroxylamine . La r6vélation des lac- 
tones est effrifctuée avec le réactif CI l'hydroxylamine de ABDEL-AKHER et 

SMITH (642). On pulvérise d'abord une solution préparée extemporan6ment en 

mélangeant, à volumes égaux, une solution à 7 p.100 (p:v) de chlorhydrate 

d'hydroxylamine dans le méthanol et une solution à 7,2 g.p .IO0 (p :v) de 

potasse dans le méthanol. Puis, au bout de 15 mn, on imprègne le chromato- 

gramme avec une solution de chlorure ferrique 3 1 g p.100 ml d'une solu- 

tion aqueuse d'acide chlorhydrique à 1 p. 100 (v:v) . L'emplacement des 
lactones est marqué par l'apparition de taches brun noir, 

2 - CSEROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE 

Peu de procédés de chromatographie sur couche mince des acides 

uroniques ont été décrits et nozre expérience en la matiére est nulle. Nous 

nous limiterons donc à la descriptfon des méthodes qui donnent les meilleurs 

résultats, en nous fondant sur l'avis des auteurs. 

Procédés de STAHL et KALTETTBACH (643) : 

a -Support : Kieselguhr G imprégné d'acide borique 0,l N 

Système-solvant 1 : benzène/acide ac&tique/méthanol (20 : 20 : 60) 

: Acide glucuroniqile 0,4U 

Acide galacturonique 0,36 

(+) A 7SeC, en atmosphère humide, on révèle, en outre, les pentoses et les 
6-désoxy-hexoses (taches bleu-violet), les cétoses libres et conjugués 
(taches rouge vif). 



Système-solvant 2 : m&thyléthylcétone/acide acétique/m6thanol (60: 20: 20) 

% : Acide glucuronique 0,34 

Acide galacturonique 0,10 

b -Support : Silicagel  almi mine G (1:l) 
Système-solvant 1 : n-propanolhc&ta-te dt&thyie/e~w/BPrnoniaque 3 25 p. 100 

(5:1:3:1) 

$ : Acide glucuronique 0,38 

Acide galacturonique 0,27 

S~sthe-solvant 2 : n-propanol/acdtate d~~thyle/ean/hmoa$aque à 25 p .  200 

(6:1:3:1) 

RF : Acide glucuronique 0,27 

Acide galacturonique 0,19 

ProcBdés d' OVODOV et co11. (644) 

a -Support : 35 g de Silicagel KSK (mesh 2001, 2,5 g de gypse, 100 ml de 

phosphate disodique 0,3 M. Couche de 0,5 mm. Repos de 24 h a 
la temp&rature de la pièce. 

Système-solvant 1 : n-butanol/éthanol/acide phosphorique 0,l M (1: 10:5) 

RF : Acide galacturonique 0,80 

Acide glucuronique 0,27 

Acide mannuronique 0,23 

Système-solvant 2 : n-butanol/éthanol/acide chlorhydrique 0,l N (1:10:5) 

RF : Acide galacturonique 0,16 

Acide glucuronique 0,26 

Acide mannuronique 0,33 

b -Les plaques,préparées suivant a, sont imprégnées de phosphate disodique 

0,2 M. Avec le systhe-solvant 1, les RF sont les suivants : 

Acide galacturonique 0,15 

Acide glucuronique 0,29 

Acide mannuronique 0,37 



3 - CHROMATOGRAPHIE SUR COLONNES 
D'ECHANGEURS D'IONS 

a - KHYM et DOHERTY (645) ont décrit une méthode de séparation des acides 

glucuronique et galacturonique par chromatographie sur colonne de Dowex 1 

(mesh 300 ; forme acétate). Les .quantités de l'ordre de 10 mg de chacun des 

deux acides uroniques, en solution dans 10 ml de soude 0,02 M, sont passées 

sur des colonnes de 0,85 X 12 cm de résine et l'élution est effectuée par 

le passage d'une solution d'acide acétique 0,15 M (2,5 ml/mn). Les acides 

uroniques sont dosés par une méthode à l'orcinol-sulfurique. L'acide galac- 

turonique est déplacé le premier ; il est suivi des acides glucuronique et 

mannuronique dont la séparation ne peut être réalisée. LARSEN et HAUGH (646) 

ont am6lioré la méthode en eff~ctuant l'élution des acides galacturonique, 

mannuronique et glucuronique à l'aide d'un gradient discontinu d'acide acé- 

tique (respectivement : 0,9 à 1,05, M - 1,20 à 1,25 M - 1,25 à 1,40 M) 

a - DZIEWIATKOVSKI (647) a amélioré le procédé en utilisant llAmberlite 
401 X 2 (mesh 200-400 ; forme acétate ; 0,9 X 36 cm pour 1mg environ de 

chaque acide uronique et lactone). Le développement des acides galacturoni- 

que, glucuronique, puis mannuronique (ou iduronique) (~ig. 31 ; p. 176) est 

effectué par le passage d'une solution d'acétate de sodium 0,l M de pH 5,9 

(débit : 0,2 ml/mn). Des fractions de 1 ml sont recueillies dont la teneur 

en acides uroniques est déterminée par la méthode au carbazol-sulfurique 

de DISCHE (648). Un procédé analogue a été décrit par SAMUELSON et WICTORIN 

(649). 

c - JOHNSON et SAMUELSON (650) ont adapté l'Auto-analyseur Technicon au 
dosage automatique des acides galacturonique, glucuronique, guluronique, 

iduronique et mannuronique, qui peuvent ?tre séparés en une opération. Le 

principe du mode opératoire est le suivant : 

0,8 à 1,3 mg de chaque acide uronique est soumis à l'analyse chro- 

matograbhique sur des colonnes (6 X 880 mm) de Dowex 1 X 8 graina de 13 à 

17 ) maintenues B 30°C, température fixée par les auteurs (LARSSON, 



Figure 31 

Chroamtographie d'acides  uroniques (3  1 5 mg d'acides 

uroniques totaux)  sur b b e r l i t c  401 X 2 (vo ir  p .  175 ) 

(d'apriks DZIEWIATOWSKI) (651).  



NORSTEDT et SAMUELSON (652) à la suite d'une étude critique qui a montré 

que les acides uroniques sont détruits à des températures plus élevées. 

L'élution est effectuée par le passage (1 ml environ p. mn) de salutions 

d'acétate de sodium 0,05 M de pH 5,9 ou d'acide acétique 1 M. Les acides 

uroniques sont dosés automatiquement par des réactifs au bichromate ou au 

carbazole sulfurique dans les conditions décrites par BALAZS, BERNTSEN, 

KAROSSA et SWANN (653). La figure 32 (p. 178) illustre un résultat obtenu 

par les auteurs. 

4 - CHROMATOGRAPHIE EN PHASE GAZEUSE 

Peu de procédés de séparation par chromatographie en phase ga- 

zeuse des acides uroniques sous la forme de dérivés triméthysilylés ont 

été décrits et nous renvoyons le lecteur aux excellentes revues de CHEMINAT 

et BRINI (654) et de RAUNHARDT, SCHMIDT et NEUKOM (655). 

CHEHINAT et BRINI ( 6 5 6 )  obtiennent d'excellentes séparations des 

trirnéthyl~il~l-dérivés des acides glucuronique et galacturonique dans les 

conditions suivantes : chromatographe F et M modèle 720 ; gaz vecteur : 

hydrogEne ; débit : 50 a 75 ml/mn ; température d'injection : 270°C ; tem- 
pérature du détecteur : 240°C ; colonnes de cuivre de 4,7 mm de diamètre 

et de 2 m de longueur ; phases stationnaires : Carbowax 1540 (mesh 80-100 ; 

lavé aux acides ; traité au...diméthylchlorosilane), additionné dc 10 p.100 

de SE.30 ou de SE.50, ou de 20 p.100 dlApiezon L ; température de la colonne : 

de 160 à 210°C (programmation de 1°C p.mn) avec le SE.30 ; de 150 à 160°C 

(programmation de 0,5"C p .mn) avec le SE .50 ; de 170 3 220°C (programmation 
I 

de 1°C p .mn) avec 1 'Apteeon..~. Le calcul des facteurs de correction massi- 

ques rend la méthode quantitative. 

RAUNHARDT et al. (657) se sont livrés une étude systématique 

des conditions de séparation des triméthyl-silyl-dérives des acides glucu- 

ronique galacturonique, guluronique et mannuronique et de leurs lactones. 

L'analyse est effectuée sur des colonnes (3 m X 2 m) à 2,5 p.100 de SE-52 

(Zi 190°C) à 1 p.100 de SE-30 (3 170°C) sur Chromosorb G, AW-DMCS (mesh 

80-100) sous un courant d'azote de 29 B 32 ml/mn, avec un témoin interne 



Figure 32 

Chroautographia automatique rur D m x  1 x 8 des acide* 

D-glucoheptoniqw (1). D-galacturoniqw (111 ) , L-guluroniquo (IV) ,  

L-iduronique (VI, Dumiutmique (VI ) e t  D~lucuronipu. (VIX). En 

trait plein r doauge au carbaxole iulfurique ; en trait pointil14 r 
& ~ U F  au bichranata. Elution par l'acide acdtique 1 M (0.97 m l k )  
(d'aprba J-SON e t  SAMUELSON) (658). 



de méso-érythritel. 

Des conditions analogues ont été appliquées par LEHTONEN et al. 

(659) a la séparation des acides glucuronique et iduronique libérés par 

méthanolyse de mycopolyosides acides. 

5 - ELECTROPHORESE SUR PAPIER 
L'application des méthodes électrophorétiques propos6es jusqu'à 

présent pour identifier les acides uroniques ne nous ayant pas donné entiiire 

satisfaction, nous avons effectué une étude systématique pour tenter de 

séparer, dans une dimension, des mélanges complexes d'acides uroniques 

présents dans les solutions d'élution par l'acide formique des colonnes 

d'échangeurs d'anions (voir p. 65). 

Nous étions parvenus, après une première série d'expériences, à 

séparer, par électro-chromatographie bidimensionnelle, les acides glucu- 

ronique, galacturonique, mannuronique et guluronique (+) (MONTREUIL, SPIK, 

DUMAISNIL et MONSIGNY) (66J.l. Le protocole expérimental était le suivant : 

la séparation est effectuée sur papier Whatman nOl, d'abord par électro- 

phorèse dans une cuve "en toit" (tampon de MCHL (662) de pH 3,9 : pytidinel 1 
acide acétique/eau (3:10:487) ; 7  cm pendant 15 h),puis par chromatogra- 

phie dans le système-solvant de SIDDIQUI et PURVES (663), que nous avons 

décrit plus haut (voir p. 171 1. 

Nous avons perfectionné ce procédé qui n'était pas d'application 

génkrale. En effet, la présence de faibles quantités de sucres neutres 

(oses "neutres" et lactones) et d'impuretés dans les effluents des colonnes 

de résines utilisées pour purifier les acides uroniques gêne la séparation 

et l'identification de ces derniers. Nous effectuons une première électro- 

phorèse préparative pH 3,9 (voir ci-dessus) qui nous permet d'obtenir, 

par élution, la fraction pure des acides uroniques. Ceux-ci sont séparés 

par une seconde électrophorèse, effectuée dans une cuve "en toittt, sur pa- 

pier Whatman n03 dans le tampon boraté de HAUGH et LARSEN (664) (borate 

(f) Les acides mannuronique et guluronique sont obtenus par hydrolyse sul- 
furique de l'acide alginique selon le procédé de HAUGH et LARSEN (660). 



- . . . . - .  

de sodium 0,01 M de pH 9,2, 0,005 M en chlorure de calcium), pendant 15 h -I' 
Zt 7 V/cm. La r6v6lation est effectuée avec le réactif 21 l'oxalate d'aniline 

après Blimination des ions borate (voir p. 171 1. Nous obtenons, de cette 
.! 1 ., " 

manière, d'excellentes séparations des acides galacturonique, glucuronique, 
&, 

guluronique, iduronique et mannuronique (Fig. 33 ; p. 18 1). 
, -3 . I 

B - IDENTIFICATION DES DERIVES 
DES ACIDES URONIQUES 

1. - UDUCTION DU GROUPEMENT CARBOXYLIQUE (+) 

De nombreux procédés de reduction du groupement carboxylique des 

acides uroniques libres ou conjugués suivie de l'identification de l'ose 

"neutre" correspondant, ont ét6 décrits. Ils dérivent des méthodes originales = 

de réduction des acides hexuroniques en hexoses dans les polysaccharides. 

dlABDEL-AKHER et SMITH (667) et dlASPINALL, HIRST et MATHESON (6681, Cepen- 

dant, ils n'ont reçu qu'un nombre limité d'applications car ni l'estérifi- 

cation des acides uroniques, ni la réduction des esters ne sont totales. . 

Malgré leur faible rendement, ces procédés permettent toutefois d'iéenti- 
- j 

fier les acides uroniques. Leur perfectionnement pourrait permettre de ré- .% ' 
, , 
I soudre le problème de l'hydrolyse des liaisons "uronosidyl" posé par la ,.-- 1 

;$ l grande stabilitf de ces dernières. En effet, les liaisons glycosidiques des -,? 

oses "neutres" sont labiles et sont aisément coupées quantitativement. ri- 
- 

.;J a - Estérification. L'estérification des acides libres ou conjugués peut 
être effectuée par l'application de diverses méthodes : 

- par le methano1 chlorhydrique (CHANEZ et SAG (669) ; JANSEN ., , 
et JANG (670) ; WOOD (671) ; SCHMIDT et NEüKOM (672)). 

thylamine ou des résines échangeuses d'anions (BoLLENBACK et coll. (674) ; 

(+) Revues générales : ASPINALL (665) ; LEWIS, SMITH et STEPHEN (666). 

1 



Figure 33 

Electrophor&se des acides guluronique (GuluA), mannuronique (Manu4 
galacturonique (GaluA) et glucuronique (GlcUA). Cuve "en toit" ; 
papier Whatman no 3 ; Tampon de HAUGH et LARSEN (655) de pH 9,2 
(borate de sodium 0,OlM ; chlorure de calcium 0,005 M) ; 7 v l a n  
pendant 15 h. Rlvdlation par l'oxalate d'aniline apr&~s~~liminatAion . " 2 >-- '.DA,.#?,.. 

du borate (voir p. 171). . . .- . ., . , <..,-:- >-,*: 



TOUSTER et REYNOLDS (675) ; HIRASAKA et UMEMOTO (676) 1. 

SELL et LINK (679)). 

- par l'oxyde de méthylene (GUY et coll. ) (680) 
b - RBduction des esters. Elle est réalisée 

- par l'hydrure de lithium-aluminium (ABDEL-AKHER et SMITH (681) 
ASPINALL, HIRST et MATHESON (682) ; LYTHGOE et TRIPETT (683)).  

- par les borohydrures alcalins (ASPINALL et c&-RODRIGEZ (68, 

DICKEY (689) ; SMITH et STEPHEN (690)). 

2. REDUCTION DES ACIDES URONIQUES 

EN ACIDES ALDONIQUES 

SWEELEY, BENTLEY, MAKITA et WELLS (691) et PERRY et HULYALW 

préalablement réduits en acides aldoniques : 

l'acide glucuronique en acide gulonique 

l'acide galacturonique en acide galactonique 

l'acide mannuronique en acide mannonique 

l'acide iduronique en acide idonique 

Les lactones des acides aldoniques sont identifiées par chromato 

graphie en phase gazeuse de leurs d6rivés triméthylsilylés. Les procédés 

ne paraissent pas être quantitatifs. 

a - Procédé de SWEELEY et coll. (693) 
Les acides uroniques libres sont d'abord réduits par les borohy- 

drures alcalins. Les acides aldoniques sont lactonisés en milieu acide et 

les lactones triméthylsilylées sont identifiées par chromatographie 

gazeuse effectuée dans les cnnditions expérimentales suivantes : ; 

("meshl' 80 - 100) ; 
- Température de la colonne 140°C ; 



- Gaz vecteur : hydrogène (75 à 150 ml p. mn) ; 

- Détection par ionisation de flamme. 
b - Procédés de PERRY et HULYALKAR (694) 

a- Réduction des acides uroniques libres. Les acides uroniques 

libres ( 1 à 10 mg dans 2 ml d'eau) sont d'abord transformés en sel de 

baryum par chauffage h 65OC, pendant 10 mn, en présence de 150 mg de carbo- 

nate de baryum. 11 sont.ensuite réduits par 50 mg de borohydrure de sodium, 

à 20eC, pendant 1 h. La solution est purifiée. sur 2 g de Rexyn 101 (forme 

acide) et l'acide borique est éliminé de l'effluent par plusieurs évaporations 

rép6tées en présence de méthanol. La lactonisation des acides aldoniques est 

effectuée par traitement du résidu sec par 0,s ml d'acide chlorhydrique con- 

centr6 qui est évaporé, en exsiccateur B la température du laboratoire. 

Les aldono-lactones sont enfin trimdthylsilylées et identifiées 

par chromatographie en phase gazeuse dans les conditions suivantes : 

-Colonnes de verre (0,5 x 120 cm) ) 10 p. 100 de polyester séba- 

cique du néopentylglycol sur Chromosorb W (lav6 aux acides ; "mesh" 100-200) ; 

-Temp&rature de la colonne : 176OC ; 

-Gaz vecteur ; argon (150 ml p. mn) . 
Le procéd6 n'est pas quantitatif car les dosages sont effectués avec 

des erreurs par défaut variant de 5 à 60 p.100. 
,d  - :, .. .?:.q 

fJ - Réduction des acides uroniques conjugués. Les acides uroniques '-.' ' 
conjugués sont simultanhent libér6s et réduits par une hydrolyse sulfurique 

(S04H2 2 N ; llO°C, pendant 40 2i 60 h) effectuée en atmosphere reductrice 

(hydrogène-platine ; 3 à 4 atmosphères).L'hydrolysat est traité par le carbo- 

nate de baryum et purifié sur échangeur de cations. Les acides aldoniques . 
., >--3;:y$ 

sont ensuite lactonisés et identifiés par l'application de la méthode précg-' ' 

dente. 

3 .  - REDUCTION DES ACIDES URONIQUES 
EN POLYOLS 

LIN et HASSID (695) ont decrit un procéde de réduction totale d e s I i i r m  

acides uroniques libres en polyols qui sont ensuite peracétylés e t  Iden~fiés 

par chramatogrq hie en phase gazeuse. .! 



III - CONCLUSIONS GENERALES 
La question de l'identification des acides uroniques est résolue, 'f8- 

soit par l'analyse des composés natifs, - en particulier, par chromatogra- 
phie sur échangeur d'ions et par électrophorèse sur papier -, soit par l'ana- 
lyse de leurs produits de réduction. Les méthodes de réduction devraient, 

dans un avenir proche, représenter les procédés de choix pour l'identifica- 

tion et le dosage des acides uroniques. En effet, ce dernier problème n'est 

pas résnlu en raison de la grande stabilité des liaisons "uronosidyltt qui 

ne peuvent être hydrolysées quantitativement sans provoquer Ta destruction 

d'une proportion importante d'acides uroniques. La mise au point d'un procédé 

de réduction quantitative des groupements carboxyliques des acides uroniques 

conjugugs, en les transformant en oses "neutres" dont les liaisons glycosi- 

diques sont fragiles, devrait permettre d'apporter la solution 3 ce problgme. 



CHROMATOGRAE'HIE ET EUCTROPHORESE 

QUANTITATIVES DES OSAMINES ET DE 

LEURS DERIVES 

Les osamines qui sont les plus répandues et dont se pose le plus 

fréquemment le problsme de l'identification et du dosage sont la-.D-glucosa- 

mine, la D-galactosamine et la D-mannosamine. 

C'est pourquoi nous limiterons notre 6tude B ces trois osamines 

e t  à leurs dérivés ; Toutefois, à la fin de ce chapttre, nous décrirons, en 

outre, quelques procédés d'identification et de dosage de l'acide muramique; 

1') HYDROLYSE DES LIAISONS OSAMINIDYL 

L'identification et le dosage des osamines par chromatographie ou 

par Blectrophorèse nécessitent l'hydrolyse préalable des liaisons "~saminidyl~~. 

Comme dans le cas des trois types d'oses préc6dernment étudiés, les 

principales causes d'erreur dans le dosage des osamines seront donc provoquées 

s o i t  par une destruction partielle de celles-ci, soit par une hydrolyse in- 

complète de leurs liaisons de conjugaison. Nous exposerons donc successive- 

ment l'état actuel de nos connaissances sur ces deux problèmes, à la lumi&- 

re des travaux effectués dans différents laboratoires et de nos rechercheq.,,,, 
-, - L ..: 

propres, - - - r ,! 

- ,-, A 
1 - STABILITE DES OSAMINES 

VIS-A-VIS DES ACIDES 

La grande stabilité des liaisons "osaminidyl" a amend les auteurs 

à rejeter d'emblée l'emploi d'acides peu agressigs, corne les acides sulfu- 

rique, formique ou acétique, au profit de l'acide chlorhydrique dont l'uti- 

lisation est, à présent, universellement adoptée, en association, parfois, 

avec des résines à échange de cations (ANAsTASSIADIS et COMMON (696)  ; HAAB 

e t  ANA6TASSIADIS ( 6 9 7 ) ) .  

Dans le but de préciser les conditions limites de l'hydrolyse des 

liaisons tlosaminidyl" qu'il était interdit de dépasser sous peine de dggrade 

les osamines, nous avons Btudié la résistance de ces dernières vis-à-vis de 

l'acide chlorhydrique aux concentrations classiquement utilisées de 4 N : 



et de 5,6 N, pendant des temps variables. En effet, les résultats obtenus, 

par les auteurs (voir,& cet égard, le Tableau XIX ; p. 186 et 187) Btaient 

très disparates et ne permettaient pas de se faire une opinion précise sur 

la stabilité des osamines en milieu acide. 

En outre, nous avons appliqué ce mode opératoire, non seulement 

aux osamines seules, mais aussi aux osamines associées aux constituants 

glucidiques et protidiques des glycoprotides, de manière à reproduire le 

plus exactement possible les conditions d'un hydrolysat. Auparavant, nous 

avons déterminé l'influence de l'oxygène et des sels de fer sur la stabilité 

des osamines vis-&-vis de l'acide chlorhydrique par analogie avec les procé- 

dés d'hydrolyse des protéines. 

A - ETUDE DE LA STABILITE DE LA GLUCOSAMINE DANS DIFFERENTES CONDITIONS 
D 'HYDROLYSE 

le - Mode opératoire. 12 mg de chlorhydrate de glucosamine sont 
dissous dans 20 ml d'acide chlorhydrique redistillé (+) 4 N ou 5,6 N. Des 

fractions dc 1 ml sont introduites dans des tubes qui sont ensuite scellés, 

les uns sous vide, les autres en présence d'air. 

Dans une autre série d'expérience, nous avons ajouté, à l'acide 

chlorhydrique redistillé, les quantités d'ions-fer suivantes : * +St 
50 pg d'ions-Fe ou Fe (+t) p ,  ml d'acide chlorhydrique 4 N ; 

2,5 pg d'ions-~e* p. ml d'acide chlorhydrique 5,6 N. (ÇH). 

Les différentes solutions ont été maintenues à 100eC, pendant des 

temps variant de 1 à 4 h (dans le cas de l'acide chlorhydrique 4 N) et il 

105'C, de 12 à 72 h (dans le cas de l'acide chlorhydrique 5,6 NI. Elles ont 

ensuite ét6 débarassées de l'acide par une evaporation sous vide effectuée 

A la tekp6rature du laboratoire. Les résidus secs ont été repris par de 

l'eau distillée et les solutions obtenues ont été compl6tées à 15 ml. 

(+) Distillation de l'acide commercial pur R.P., dilue d'un volume égal :Ga d'eau distillée et utilisation de l'azéotrope environ 5,6 N distillant 
à llO°C. I 

: ,a 
(33) Ces concentrations cn fer correspondent, pour fixer les idées, à celres 

que l'on obtient en hydrolysant lcs mdtallo-transferrines. I 
(=i=+-I-)Concentration en fer d'un acide chlorhydrique impur non redistillé. 



6 N 105 "C 16 h 28 
6 N llOcC 22 h 4 7 

' . 
A c i d e  

muramique 6 N 105 "C 16 h 28 

PARTRIDGE e t  DAVIS (717)  
GRAHAM et GOTTSCULK (718) 
LUDOWIEG e t  BENMAMAN (7 19) 
YOUNG, 'SPIZIZEN et CMWFORD (720) 
LUDOWIEG e t  . BENMAMAN (72 1 ) 

YOUNG, SPIZIZEN et CRAWFORD (722) I 
(+) Dowex 50, "mesh" 200-400 , forme a c i d e  / HC1 0,05 N (1:4). 



La concentration en glucosamine a enfin été déterminée par la méthode 

dlELSON et MORGAN, modifiée par BELCHER, NUTTEN et SAMBRQOK (723). Dans 

chaque série de dosages, nous avons introduit des témoins "internes" constitu- 
& 

6s par la solution,glucosamine non llhydrolysée",aprSs avoir vérifié (voir 

aussi HARTREE)(~~~) que l'acide chlorhydrique ne détruisait pas l'osamine au' 

cours de l'évaporation à siccité sous vide. 

2' - Résultats. Les résultats que nous avons obtenus sont rassem- 
blés dans le Tableau XX (p. 189). 

On voit que l'acide chlorhydrique 4 N, n'altère pas la glucosamine, 

au bout de 4 h B 100°C, à la condition qu'il soit exempt de sels de fer et 

que'l'hydrolysel' soit effectuée à l'abri de l'oxygène de l'air. Au contraire, 

la présence de sels de fer - principalement de sels ferreux - provoque, même 
sous vide, la destruction d'une partie importante de l'osamine. 

L'acide chlorhydrique 5,6 N, utili66 dans les conditions habitu- 

ellement employées pour hydrolyser les protéines, est beaucoup plus agressif, 

principalement quand il contient des sels de fer même 21 très faible concentra- 

tion. En outre, l'action néfaste de l'oxygène est nettement plus marquée en 

présence de sels de fer. 

3' - Conclusions. Les résultats que nous avons obtenus montrent 
la nécessité d'employer, comme l'avait déjà préconisé NEUBERGER (725) de 

l'acide chlorhydrique redistillé et rigoureusement exempt de sels de fer 

qui catalysent la destruction des osamines (voir aussi HARTREE) (726). Celle- 

ci est, en outre, favorisée par la présence d'oxygène (voir aussi LUDOWIEG 

et BENMAMAN (727) ; WARD, ADAMS-MAYNE et WADE (728) ; WALBORG et WARD (729)) .  

que l'on éliminera, avant de sceller les tubes Z hydrolyse, soit par le vide, 

soit par un barbottage d'azote (LUDOWIEG et B E W  (730) ; WOLFROM, WEISBLAT, 

KARABINOS, Mc NEELEY et Mc LEAN (731) ; OGSTON (732)) ou d'anhydride sulfu- 

reux (PEDERSEN et BAKER) (733). 

Dans une seconde serie d'expériences, nous avons appliqué le même 

mode opératoire pour étudier la stabilité de la glucosamine, de la galnctosa- 

mine et de la mannosamine vis-&-vis de l'acide chlorhydrique 4 N et 5,6 N 

exempt de fer et d'oxygène. 

(+) Voir NEUBERGER, MARSHALL et GOTTSCHALK (734). 
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l0 - Résultats 
Les résultats rassemblés dans le Tableau XXI (p. 191) montrent 

que,dans ces conditions expérimentales, les trois osamines sont stables dans 

l'acide chlorhydrique 4 N, à 100°C, pendant au moins 4 h. Ces résultats con- 

firment ceux de BOURW,MN et MICHON (735). Ils s'écartent légèrement de 

ceux dlOGSTON (736) qui évaluait la destruction de la glucosamine dans l'aci- 

de chlorhydrique 4 N, à 10O0C, à 1 p.100 par heure (voir Tableau XIX ; p. 186 

et 187). 

A; contraire, l'acide chlorhydrique 5,6 N, dans les conditions . C r  . 4 
d'hydrolyse des protéines, est plus agressif et détruit des proportions d1osa- 

mines variables avec la durée de l'hydrolyse et avec la nature de l'osamine, 

l'ordre décroissant des stabilités étant le suivant : glucosamine, galacto- 

samine, mannosamine. (voir aussi LUDOWIEG et BENMAMAN) (737). Nos résultats 

concernant la destruction des osamines par l'acide chlorhydrique 5,6 N con- 

firment ceux des autres auteurs (voir Tableau XIX ; p. 186 et 187). 

2' - Conclusions 
L'hydrolyse d'osaminoglycannes, comme la chitine ou les galacto- 

samino-glycannes d'Aspergillus paraticus (DISTLER et ROSEMAN) (738) et de 

Chondrococcus columnaris (JOHNSON ~~CIB~TON) (7391, destinée à l'identifica- 

tion et au dosage des osamines, peut parfaitement etre réalisGe dans l'acide 

chlorhydrique 4 N, à 100°C, pendant des temps variant de 1 à 4 h. En effet, 

dans ces conditions, les liaisons osaminidyl sont quantitativement hydroly- 

sées (voir p.195 ) et les osamines libBrées .ne subissent aucune destruction. 

Au contraire, dans les conditions d'hydrolyse des protéines par 

l'acide chlorhydrique 5,6 N, à 105"C, des proportions importantes d'osamines 

sont détruites qui varient avec la nature de l'osamine. 

Toytefois , l'erreur de 
dosage pourra être partiellement compensée en extrapolant les courbes dfhy- 

drolyse au temps zéro de cette derniere par un procédé identique 3 celui 

que l'on applique aux acides aminés acido-labiles cormne la sérine et la 

thréonine. L'application de cette méthode d'extrapolation a bté préconisée 

par d'autres auteurs comme WARTH (740) ; YOUNG, SPIZIZEN et CRAWFORD (741) ; 

SANDERSON, STROMINGER et NATHENSON (742) (voir Tableau XIX ; p. 186 et 187). 



Tableau XXI 

Stabilit6 des osamines (exprimée en p.100 de r6cupération des osamines) vis-à-vis 

de l'acide chlorhydrique 4 N, exempt de fer, B 100°C, sous vide, pendant des 

temps variables. 

t 

Concentration Durée de l'action de l'acide 

de l'acide 
Nature de l'osamine 

l h  1 2 h  3 h  4 h  

2 

G lucosamine 102 101,5 100 103 

4 N Galactosamine I 100 9 9 100 102 
Mannosamine 100 102 100 100 

1 
1 

12 h 24 h 48 h 72 h 

1 

G lucosamine 97,5 84 7 3 6 5 

5,6 N Calactosamine 100 98 94 90 

Mannos amine 98 82 80 69 



II - STABILITE DES LIAISONS OSAMINIDYL 
De nombreux procédés ont ét6 décrits pour hydrolyser les liai- 

sons osaminidyl et nous avons rassemblé, B titre d'exemple, dans le tableau 

XXII (p. 193), quelques unes des méthodes qui ont été appliquées par diffé- 

rents auteurs, On jugera, de cette manière, de l'extrême diversité des 

conditions d'hydrolyse qui s'explique par Ifignorance où l'on se trouve 

a priori de la stabilité d'un glycanne. En effet, la résistance des liaisons 

"osaminidyll' B l'hydrolyse acide est li6e B la structure chimique de ce : . 4 
dernier. Elle obQit aux règles générales suivantes (voir GARDELL) (743) : 

1 - Les liaisons "N-acétylosaminidyl" sont tres labiles (voir 
p. 31 ). Au contraire, les liaisons "osaminidyl" sont tres stables car la 

+ présence du proton de la fonction NH en 2, joue un effet protecteur 3 
(MOGGRIDGE et NEUBERGER (744) ; GOTTSCHALK et ADA (745) ; FOSTER, HORTON et 

STACEY (746) ; JOHANSEN, MARSHALL et NEUBERGER (747) ) . 
2 - Les liaisons llosaminidylu sont d'autant plus stables que le 

glucide auquel elles se rattachent est lui-même plus facilement détruit par 

l'acide chlorhydrique. Il est indispensable que la concentration de l'acide - a ' -  

soit telle que les glucides qui substituent les fonctions réductrices des 

osamines ne soient pas trop rapidement détruits. 

3 - Les osamines sont beaucoup plus stables que les oses neutres 
en milieu chlorhydrique. En eifet, alors que ceux-ci sont détruits par l'aci- 

de chlorhydrique 4 N à 100°C au bout de 24 h, une proportion très importante 

des osamines subsiste dans les mêmes conditions. 

4 - Les liaisons "muramyl" sont plus stables que les liaisons 
wosaminidyln. 

RECHERCHES PERSONNELLES. Devant la disparité des méthodes d'hydrolyse, nous 

avons effectuk, au Laboratoire, une étude critique systématique dans le but 

de préciser les meilleures conditions à appliquer aux glycoprotides pour 

libérer quantitativement les osamines et nous sommes parvenus B la conclusion 

que les conditions optimales étaient lessuivantes : 

HC1 4 N (redistillé et exempt de fer), à 100°C, en tube scelld 

sous vide, pendant 4 h. 



RONDLE et MORGAN (748) 

NUENKE et CUNNINGHAM (749) 

BOUIRILLON et MICHON (750) 

SPIRO (751) 

MASAMUNE et coll. (752) 

BELCHER et al (753) -* 

GARDELL ( 754 

Tableau XXII 

Conditions d'hydrolyse de glycannes ou de 

1 

glycoprot6ides appliquees par differents auteurs. 

Nature de la substance 

étudiée 

Substance de groupe sanguin 

Glycopep tides 

P 1euromucoPde 

Glycoprotéidea to taux des 
tissus 

Mucopolysaccharides acides 

Héparine 

Méthode générale 

. 

Concentration de 
1 ' acide 

chlorhydrique 

0,5 N 

1,5 N 

2 N 

3 N 

4 N 

4 N 

6 N 

o u l à 4 N  

Temps 

d 'hydrolyse 

16 h 

2 h  

4 h  

10 h 

4 h  

15 h 

8 h  

14 h 

Références 



Cette conclusion a été tirée sur la base des résultats expéri- 

mentaux suivants : 

1 - Nous avons dosé, colorimétriquement (méthode dlELSON et MOR- 
GAN) la glucosamine libérée de l'ovomucoPde par des hydrolyses effectuées 

à 1OO0C, pendant des temps variant de 1 à 4 h, avec de l'acide chlorhydrique 

redistillé et exempt de fer, à des concentrations 1 N, 2 N et 4 N. 

Les résultats que nous avons obtenus sont rassemblés dans le 

Tableau XXIII (p. 195). On voit que les valeurs maximales sont données par 

l'hydrolyse effectuée avec l'acide chlorhydrique 4 N dès après 2 h. Toutefois, 

par sécurité, nous prolongeons l'hydrolyse pendant 4 h. 

2 - L'emploi de l'acide chlorhydrique 5,6 N est à rejeter car il 

provoque la destruction d'une proportion importante d'osamine. Le tableau 

XXIV (p. 196) est, à cet égard, démonstratif. Nous y avons rassemblé les 

résultats des dosages de la glucosamine effectués par différents procédés 

dans des hydrolysats de llovomucofde réalisés, d'une part, avec de l'acide 

chlorhydrique 4 N pendant 4 h et, d'autre part, avec de l'acide chlorhydrique 

5,6 N, à 105°C pendant 24 h dans les conditions d'hydrolyse de chaTnes 

peptidiques. 

3 - Il existe deux types de liaisons "osaminidyl", de stabilités 
di£ férentes. 

Le premier est représenté par les liaisons "osaminidyl" des gly- 

cannes eux-mêmes. Ces liaisons sont très labiles et sont quantitativement 

coupées dans les conditions d'hydrolyse des glycannes (HC~ 1,5 il 2 N ; à 

100°C ; pendant 1,5 à 2 h). 

Le second est constitué par les liaisons amino-acide-glucosamine 

(de type N-Paspartyl-glucosaminylamine et O-séryl ou thréonyl-glucosaminide) 

qui sont nettement plus stables et résistent aux conditions d'hydrolyse pré- 

cédentes. On voit, en effet, à l'observation de la courbe de la figure 17 

(P. 59) et du tableau XXm(p.195 ) que 93 p.100 de la glucosamine sont libé- 

rés par l'acide chlorhydrique 2 N en 1 h et que le taux maximal n'est atteint 

qulapr&s 2 h d'hydrolyse par HC1 4 N. 

4 - Dans tous les cas, pour éviter toute cause d'erreur, il est 
indispensable d'effectuer une cinétique d'hydrolyse des glycoprotéines par 

l'acide chlorhydrique 4 N et de tenir compte de la valeur maximale, 
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Tableau XXIV 

Dosage de la glucosamine (exprimée en g p.100g de glycoprotéine) dans des 

hydrolysats d'ovomucofde obtenus dans différentes conditions. 

(a) Chromatographie B l'Auto-analyseur Technicon effectuée dans les conditions de dosage des acides aminés 
présents dans des hydrolysats de glycoprotéines (voir p. 209 ). 

(b) Procédé de BELCHER, NUTTEN et SAMBROOK (755) de dosage des osamines-bases. 

(c)  Procédé de dosage après N-réacétylation de l'osanine. 

(d)  Procédé de MONSIGNY (756). 

b * ". 

Conditions d'hydrolyse 

HC1 4 N ; 100°C ; 4 h 

Méthodes chromatographiqucs (a) 

Ninhydrine 

14,7 
- 

Méthodes calorimétriques 

ELSON et MORGAN ( d )  

14 

12,8 

ELSON et: MORGAN (b) 

14,4 

-- -- 

HC1 5,6 N ; 100'~ ; 24 h i -- 

GOOD et BESSMAN (c) 

13,6 

12,l 



III - CONCLUSIONS 
Les conclusions que nous pouvons tirer de nos résultats et de 

ceux d'autres auteurs à propos de la libération quantitative des osamines 

présentes dans les glycoprotéines sont les suivantes : 

1 - L'acide chlorhydrique 5 , 6  N, utilisé dans les conditions d'hydrolyse 

des chaînes peptidiques detruit les osamines dans des proportions qui va- 

rient avec la durée de l'hydrolyse : 15 à 20 p.100 après 24 h ; 40 à 50 

p. 100 après 72 h. 

L'acide chlorhydrique 4 N, au contraire, respecte les osamines 

pendant au moins 4 h, temps suffisant pour libérer quantitativement les 

osamines conjuguées. 

2 - Toutefois, on effectuera systématiquement des cinétiques d'hydrolyse 
avec l'acide chlorhydrique 4 N, -.pendant des temps échelonnés entre 2 et 

10 h, par exemple -,et on retiendra les valeurs maximales. 

3 - L'oxygène et les sels de fer catalysent la destruction des osamines. 
Les hydrolyses seront donc toujours effectuées en tubes scellés sous vide 

ou sous atmosphère d'azote, avec de l'acide chlorhydrique redistillé, exempt 

de fer. 

4 - L'ordre décroissant de stabilite des osamines vis-à-vis de l'acide 
chlorhydrique est le suivant : acide muramique, glucosamine et galactosamine, 

mannos amine. 

2') PURIFICATION DES HYDROLYSATS - 
L'acide chlorhydrique des hydrolysats peut etre éliminé de d~fi.,,d 

férentes manières : :IL. 

A - Par évaporation sous vide. 
L'élimination de l'acide chlorhydrique est rdalisée en exsicca- I 

teur en présence de soude, le vide étant maintenu pendant plusieurs jours, 

Chaque jour, quelaues millilitres d'eau bidistillée ou de méthanol sont 

ajoutes à l'hydrolysat dessech6 pour faciliter l'évaporation de l'acide 

chlorhydrique résiduel. 



B - Par lyophilisation. 
Le procédé de BISERTE et: MOSCHETTO (757) est parfaitement 

cable dans le cas des osamines et représente, d'ailleurs, le procédé de 

choix. Il consiste à lyophiliser à - 70°C les solutions d'acide chlorhydri- 
que préalablement amenées à une concentration 0,l à 0,3 N. 

C - Par chromatographie sur échangeurs d'ions. 
Dans le cas où les osamines sont mélées B des substances qui ris- 

quent d'interférer dans les analyses, on les purifie sur des échangeurs de 

cations ou d'anions. 

a - Purification sur échangeurs de cations. Tous les procéd6s 
décrits jusqu18 ce jour dérivent de la m6thode originale de BOAS (758). Les 

hydrolysats sont passés sur des colonnes de résines anioniques (nous utili- 

sons au Laboratoire, la Dowex 50 x 8 ; "mesh" 25-50) sous la forme "acide". 

Après un lavage soigneux des colonnes à l'eau djstillée, les osamines, re- 

tenues par la résine, sont déplacées avec de l'acide chlorhydrique 0,3 N (+) 

que l'on élimine ensuite par évaporation sous vide ou par lyophilisation. 

SMYTH et UTSUMI (759) ont décrit récemment un procédé d'élution 

sélective des osamines présentes dans les hydrolysats de glycoprotéines. Les 

hydrolysats sont passés sur des colonnes de Dowex 2 x 8 et les osamines 

sont déplacées par un tampon de pH 9 à 1 p.100 d'acbtate de N-éthylmorpholine. 

b - Purification sur échangeurs d'anions. L'acide chlorhydrique 
peut encore être éliminé par un passage sur échangeur d'anions comme le 

Dowex 1 x 8 ("mesh" 100-200 ; forme carbonate) (HARTREE) (760) .  On prendra 

alors les plus grandes précautions pour éviter la dégradation des osamines- 

bases en maintenant, par exemple, la solution effluente à un pH acide et 

en l'évaporant à siccité par lyophilisation. 

(+) On évitera l'emploi de solutions d'élutions basiques qui détruisent 

les osamines. 



3 ) CHROMATOGRAPHIE ET ELECTROPHORE SE 

DES OSAMINES ET DE L;EURS DERIVES 

Les différents types de chromatographie et dlélectrophor&se sur 

papier peuvent être appliqués 

1 - soit aux osamines elles-mêmes ; 
II - soit à leurs dérivés 

A - de N-substitution ; 
B - de réduction : les osaminitols ; 
C - de dégradation oxydative : les pentoses. 

1 - IDENTIFICATION ET DOSAGE DES OSAMIMES-BASES 
La séparation électrophorétique des osamines n'est pas satisfai- 

sante. Pour être efficace, elle devrait faire appel à des solutions tampons 

boratées dont l'alcalinité provoque une destruction rapide des osamines qui 

sont, comme nous l'avons vu plus haut, extrêmement labiles en milieu basique. 

C'est pourquoi, les auteurs donnent leur préfgrence à la chromatographie 

sur papier ou sur colonne en milieu neutre ou acide. En outre, quelques 

procédés, encore rares, de chromatographie sur couche mince et en phase.ga- 

zeuse ont été décrits. 

1. - CHROMATOGRAPHIE SUR PAPIER 
a - SYSTEMES-SOLVANTS 

Dans le cas de la chromatographie pr4parative destinée B isoler 

les osamines pour en déterminer les propriétés physico-chimiques et dans le 

cas de la chromatographie quantitative, on évitera l'emploi de systèmes- 

solvants basiques qui provoquent la destruction d'une proportion importante 

de ces composés. 

De nombreux systbnes-solvants ont été décrits pour réaliser la 

séparation chraatographique des osamines, mais bien peu donnent de bonnes 

résolutions et seules, les chlorhydrates de glucosamine et la galactosamine 

sont justiciables de cette méthode. Parmi les sytèmes-solvants acides que 

nous avons utilisés, nous n'avons retenu que les deux mélanges suivants qui 

fournissent des séparations satisfaisantes de ces deux osamines. m 



Système-solvant nO1 : Pyridinelacétate dtéthyle/acide acétique/eau 

(5:5:3:1) (FISCHER et NEBEL) (761). La saturation de la cuve est 

réalisée avec un mélange de pyridinelacétate dtéthyle/eau 

(11:40:6). 

D'aprss KUHM, BISTER et FISCHER (762) sur papier Schleicher et i 
! 

,.J 

SchUll 2043 b, les RGlucosamine de quelques D-osamines sont les .! 

suivants : 1 
Galactosamine 

Allosamine 

Gulosamine 

Talosamine 

Altrosamine 

Mannosamine 

Idosamine 

Système-solvant n02 : n-butanollpyridinelacide chlorhydrique 0,l N (5:3:2) 

(MASAMUNE et YOSIZAWA (763) ; BOURRILUlM et MICHON (764)). Chro- 

matographie descendante sur papier Schleicher et Schull 2043 b 

lavé aux acides. 

Nota : Dans certains systèmes-solvants, comme le mélange de n-butanol/acide - 
acétique/eau (4:1:5), les chlorhydrates d'osamines donnent fré- 

quemment deux taches : l'une correspond au chlorhydrate et l'autre 

B l'acétate d'osamine (PARTRIDGE (765) ; LEABACK et WALKER (766) ; 

CRUMPTON (767)). 

La révélation des osamines peut être effectuée à l'aide de réac- 

tifs non spécifiques comme les solutions de sels dlanil&e, de nitrate d'ar- 

gent, de triphénylt6trazolium (voir p. 73) ou de ninhydrine. Elle est réalisée 

spécifiquement par les procédés de PARTRIDGE (768) et de MONSIGNY (769) dont 

les différentes étapes sont les suivantes : 

Procéd6 de PARTRIDGE (770) 

1 - Pulvérisation d'une solution alcaline d'acétylacétone pr6parée 
extemporanément en dissolvant 1,5 ml dtacétylac6tone dans 50 ml 



d'une solution aqueuse de carbonate de sodium cristallisé à 17 

g p.100 ml. 

2 - Séjour à l'étuve à 105°C pendant 5 mn. 

3 - Pulvérisation d'un réactif d'EHRLICH modifié (p-dim6thylamino- 
benzaldéhyde 1 g ; éthanol 30 ml ; acide chlorhydrique concentré 

30 ml ; n-butanol 180 ml). 

4 - Séjour à l'étuve à 90°C pendant 5 à 10 mn. 

Les osamines donnent une coloration rose violacb (sensibilité : 

5 à 10 pg). 

Procédé de MONSIGNY (771) 

1 - Les osamines sont d'abord N-réacétyl6es par pulvérisation 
d'une solution constituée par le mélange extempore~é de 20 ml 

de tétraborate de sodium 0,05 M, de 20 ml d'éthanol absolu et 

de 2 ml d'anhydride adtique. Les chromatogrammes sont séchés 

pendant 30 mn à la température du laboratoire, puis pendant 15 

mn à 100°C. 

2 - Ils sont ensuite imprégnés par pulvérisation de la solution 
de p-dhéthylaminobenzaldéhyde de PARTRIDGE (772). 

L'emplacement des osamines est marqué par l'apparition de taches 

violet tes. 

Nous citerons, en outre, pour m&oire,le procédd de WILLIAMSON 

et ZAMENHOF (773) dont le principe consiste à désaminer les osamines par 

l'acide nitreux et à mettre en évidence les "chitoses" formés par un réactif 

à llindol. La méthode, qui n'est pas spécifique, est d'application longue 

et délicate et n'offre pas d'avantage particulier sur les deux techniques, 

précédentes. 
.:g 

c - IDENTIFICATION 
L'identification des osamines-bases peut être réalisée : 

1 - 3 l'aide de témoins latéraux ; 

2 - en déterminant leur pouvoir rotatoire spécifique (voir 
Tableau XXV ; p. 202) et leur spectre de diffractions des rayons X (BLIX, 

SVENNERHOLM et WERNER (774) ; COX et JEFFREY (775)). - 



Tableau XXV 

Constantes physiques des chlorhydrates d'osamines et 

des N-acétyl-osamines (KUHN, BISTER et FISCHER) (776). 

D-Allosamine 

D-Altroeamine 

D-Galactosamine 

D-Glucosamine 

D-Gulosamine 

D-Idosamine 

D-Mannosamine 

D-Talosamine 

N-acétyl-D-allosamine 

N-acétyl-D-altrosamine 

N-acétyl-D-galactosamine 

N-acétyl-D-glucosamine 

N-acétyl-D-gulosamine 

N-acétyl-D-idosamine 

N-acgtyl-D-mannosamine 

N-acdtyl-D-talosamine 

< 

t 

P.F. 

- 
- 

178 - 180°C 
190 - 210°C 
165 - 170°C 

- 
178 "C 

151°C 

197 "C 

95 - 97OC 

17Z°C 

205 OC 
- 
- 
105 OC 

- 

+ 17" 
- 14" 
4- 93O 

+ 72" 
+ 14" 
+ 1" 

- 3" 

- 6" 

- 53" 
+ 5" 

+ 86" 
+ 41" 
- 19" 
- 45" 
+ 10° 
- 11" 



3 - en précisant les propriétés physico-chimiques de leurs dérivés 
carbobenzoxylés (cHARGAFF et BOVARNICK (777) ; HEYNS et BECK (778)) ou des 

bases de SCHIFF obtenues en les condensant avec le 2,4-dinitrobenzaldéhyde 

(NEUBERGER) (779) ou le 2-hydroxynaphtaldéhyde (JOLLES et MORGAN) (780). 

d - DOSAGE 
Les procédés de dosage chromatographique que nous avons décrits 

A propos des oses neutres sont applicables aux osamines. En outre, celles-ci 

peuvent être spécifiquement dosées dans les éluats de chromatograunnes par les 

procédés de dosage colorimétrique des osamines que nous avons exposés dans 

une Mnnographie antbrieure (MONTREUIL et SPIK) (781). 

2. - CROMATOGRAPHIE SUR PAPIER DE VERr? - 
- 4 

RADHAKRISHNAMüRPHY, KAYMAN et BERENSON (782) ont décrit un proc4de" 

de séparation rapide, en 70 mn, de la glucosamine, de la mannosamine et de la 

galactosamine par chromatographie sur papier de verre imprégné d'acide sili- 

cique à l'aide du systhe-solvant : benzène/pyridine/solution aqueuse de 

borate de sodium 0,05 M de pH 8,6 0 : 9 :  Les valeurs de $ des trois osa- 
mines sont, respectivement, de 0,48 - 0,35 et 0,21. 

Le euppart chromatographique est préparé selon le procédé de 

BERENSON et DALFERES (783). 

3. - CHROMATOGRAPHIE SIE COUCHE MINCE 
:q Peu de procédés de chromatographie sur couche mince des osaminesin,, 

ont été décrits. Dtapr&s les auteurs, les meilleures séparations des hexosa- 

mines sont obtenues avec les systhes-solvants et les supports suivants : 

a - PROCEDES CHROMATOGRAPHIQUES 
Procédé de STAHL et KALTENBACH (784) 

Support : mélange à parties égales de Silicagel G et d'alumine G. 

Systèmes-solvants : 

1') - n-propanol/acétate dléthyle/eau/ammoniaque A 25 
p.100 (5:1:3:1) 

Galactosamine % : 0,49 

G luco samine : 0,54 



2') - mbes composants, mais dans les proportions 
6:1:3:1. 

Gclac tosami.xe ;iF : C,40 

G luco samine 
!$ : 0,48 

erocédé de GüNTHER et SCHWEIGER (785) 

Support : M.N. Cellulose 

Système-solvant : 

pyridine/acétate dléthyle/acide acétique/eau (5:5:1:3) 

R~lucosamine 
de la galactosamine 

Procédé de MOCZAR et al. (786) (voir p.121) 

b - REVELATION 
La révélation des osmnines sur les chromatoplaques peut etre 

effectude avec les réactifs que nous avons décrits B propos de la chromatogral 

phie sur papier de ces compos6s (voir p. 200 1. On peut aussi appliquer le 

procédé de SASLAW et WARAMEKAR (787) de révélation des acides sialiques .. 
par le réactif B l'acide periodiq'ie-acide thiobarbiturique que GUNTHER et 

SCHWEIGER (788) ont adapté aux osamincs : les chromatoplaques sont impré- 

gnées par pulvérisation d'une solution âc6t3nique d'acide periodique (lm1 

d'une solution de 1,9 g d'acide periodique p.10 ml d'eau + 19 ml d'acétone), 
maintentes 10 mn B 20°C, puis traitb12s'pendant 2 mn par une solution d'arsé- 

nite de sodium B 3,5 p.100mld'acide chlorhydrique 1 N. Elles sont ensuite 

imbibées d'une solution d'acide thiobarbiturique a 0,6 g p.100 ml d'éthanol 

et portees à 90°C pendant 5 mn. La glucosamine et la &ïctos;unine donnent 

des colorations; respectivement, jaune et verte. 

c - DOSAGE 
Dans le procédé dtESSER (789) des quantités d' osamines comprises 

entre 0,25 et 2,5 pg peuvent dtre dosees par dissolution des taches, révél6es 

par un réactif B la ninhydrine, dzns une solution m6thanolique.d1acétate 

de cadmium (0,5 g p. 100 ml). 

La m&thode de MOCZAR et coll. (790) de dosage densitométrique 

des oses neutres (voir p.121) est applicable aux osamines préalablement ré- 

vélées B l'aide d'un réactif au triphEnyltétrazolium. 



4. - CHROMATOGRAPHId SUR COIDNNES 
D ' ECHANGEURS D ' IONS - 

Les différents procédés de chromatographie des osamines sa- &han- 

geurs de cations (voir par exemple, EASTOE (791) ; GLEGG et coll, (792) ; 

MOORE, SPACKMAN et STEIN (793) ; PARTRIDGE et ELSDEN (794) ; RONDLE et 

MORGAN (795) STRANGE et DAF.K (796) d6r-vert tous de la méthode originale de 

GARDELL (797) qui entre nos mains noas 2 oaru la plus satisfaisante. Elle 

permet, à la fois, l.'identification et le dosage des nombreuses osamines. 

Toutefois, elle ne réalise pas la separation dc: la mannosamine et de la glu- 

cosamirie, 

Récemment, la chromatographie des osamines sur échangeurs d'ions 

a été adaptkà l'analyse automatique. 

a - Procédé de GARDELL (798) 
500 pg d'osamines totales en solution dans 0,5 ml d'acide chlorhy- 

drique 0,3 N sont déposés au sommet d'une coionne d'échangeurs de cations 

(DWEX 50 x 8 ; "meshl' 200-400 ; 0,7 x 40 cm) préalablement régénérée par 

l'acide chlorhydrique 't N (+) et lavée avec 50 à 100 ml d'acide chlorhydri- 

que 0,3 N. Des fractions de 0,s ml sont recueillies toutes les 10 mn à 3 
l'aide d'un collecteur automatique eL les osam+.nes sont dosées dans chaque< 

tube, après neutralisation, par la méthode dlULSON et MORGAN (799), modifitEe 

par BELCHER, NUTTEN et SAMBROOK (803 ) .  Des ~ourbes sont ensuite tracées. Les 

quantités respectives de chaque osamfne sonr dCterminées à -t - 5 p.% près, 

en effectuant la somme des qua~tités dosées da:is les tubes correspondant B 

chacun des pics. 

Le procédé de GARDRLL (801) permet d'oitenir d'excellentes sépara- 

tions de la glucosamine et de la gaTactcsamine. Toutefois, la mannosamine 

et la glucosamine dorment un pic unique. 

Modifications au procéde da GARDELL 

CRUMPTON (802) a modifié la méthode d.. *7fi'19E ;:< \tri ;.el IL : a i r  IL. 

Dowex 50 x 8 par la Zeo-Carb 425 x 8 et en effec . I - q  rt- - '  ' uL ' -07 ; i l , :  c - 

(+) La résine est conservé- <ans une aolution dl xi.de zh..cr.i.yG..~quc 4 . . 



l'acide chlorhydrique 0,33 N. L'auteur a appliqué ce procédé à la séparation 

de mélanges complexes d'osamines (Fig.34 ; p. 207) et obtenu, en particulier, 

de bonnes résolutions des osamines suivantes : galactosamine, mannosamine, 

glucosamine et acide muramique. 

PEARSON (803) a effectué une étude critique du comportement chro- 

matographique de la glucosamine et de la galactosamine sur différents échan- 

geurs de cations (~owex 50 ; Amberlite C G 50 et G G 120) avec divers systè- 

mes-tampons et a tenté d'adapter l'Auto-analyseur Technicon au dosage des 

osamines par le réactif à la ninhydrine. 

b - Procédés automat&qaes 
Bien que, à notre connaissance, trois procédés seulement de dosage 

automatique par chromatographie sur colonne des osamines aient été décrits 

dans la littérature, jusqu'à présent, de tres nombreux existent, en rbalité, 

car chaque laboratoire adapte le matériel dont il dispose à "l'auto-analyse" 

des osamines. Toutefois, quelles que soient les méthodes chromatographiques 

utilisées, tous les auteurs appliquent deux sortes de dosages colorimétriques. , 
- les uns, non spécifiques, sont effectués avec des réactifs à 

la ninhydrine et, dans ce cas, les expérimentateurs s'efforcent d'éviter 

l'interférence des acides aminés en modifiant la composition des tampons 

dlélution. 

- les autres emploient des réactifs spécifiques .au p-diméthyl- 

aminobenzaldéhyde adaptés à l'auto-analyse, comme, par exemple, dans le 

procédé de GREGORY et VAN IXNTEN (804). 

Nous décrirons, à titre indicatif et dans leur principe, les pro- 

cédés de séparation chromatographique et de dosage automatique des osamines 

décrits dans la littérature et les méthodes qui ont été mises au point au 

Laboratoire par MONSIGNY (805). 

Procbdé de HEYNS, MÜLLER et KIESSLING (805 bis) 

La chromatographie est effectuée sur des colonnes (0,4 x 60 cm) 

de Dotaex 50, dans un Auto-analyseur Beckman. L1élution est réalisée, à 60°C, 

à l'aide d'un tampon citrate 0,4 N en ions sodium, ajusté B pH 1,6 par 

l'addition d'acide chlorhydrique. Les composés élués sont dosés par un 



Muramic acid 
D-Mannosamine 

Stereoisarner of 0.87 
muramic acid 

D-Glucosarninuronic 0.71 
acid 

O 1 O 20 
Eluted amino sugar (pg./ml. of effluent) 

Figure 34 

Chromatographie sur Zeo-Carb 225 d'un melange d'oswines (CRUMPTON) (806 l 
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, 
raactif à la ninhydrine. 

L'auteur obtient de bonnes résolutions des composés suivants 

(dans l'ordre d'élution) : acide 2-amino-glucuronique, glucosamine, manno- 

samine, galactosamine, gulosamine, idosamine, acide 2-amino-galacturonique. 

Toutefois, la mannosamine, la galactosamine et la gulosamine ne sont pas 

parfaitement séparées (+) . 
Procédé de GREGORY et VAN LENTEN (807) 

GREGORY et VAN LENTEN ont adapté l'Auto-analyseur Technicon au 

dosage chromatographique des osamines. L1élution de ces dernières est effectuée 

à 60°C, soit avec un tampon borate de pH 7,6, soit avec un tampon phosphate 

de pH 7. Les osamines sont dosées avec un réactif à la ninhydrine et par 

une méthode originale de dosage sous La forme de N-acétylosamines. Les auteurs 

obtiennent une très bonne résolution de la glucosamine, de la galactosamine 

et de la mannosamine, de la fucosamine, de la talosamine et des acides amino- 
Y ~:j 

glucuronique et amino-galacturonique. 

Procédé de BRENDEL, ROSZEL, WHEAT et DAVIDSON (808) 
, - d  

+: ' 
- + 

BRENDEL et coll. ont adapté l'Auto-analyseur Technicon au dosage 

des osamines. Les conditions expérimentales sont les suivantes : colonnes 

de Dowex 50 x 8 ("mesh" 200-400) ; élution par un gradient de concentration 

et de pH (tampon d'acétate de pyridine) ; dosage par la ninhydrine. L'ordre 

d'élution des composés est le suivant : 

acide muramique 

acides amino-hexuroniques 

hexosamines 

diamino-hexoses 

Le procédé fournit d'excellentes séparations de la glucosamine, de la galac- 

tosamine et de la mannosamine. Il a été appliqué par les auteurs (BRENDEL, 

STEELE, WHEAT et DAVIDSON (809) à l'analyse de mélanges d'amino-acides et 

d'osamines. Dans ce cas,celles-ci sont dosées, à la fois, par un procéd6 

à la ninhydrine et par une méthode réductlmétrique au ferricyanure. 

(+) Le procédé a été appliqué par les auteurs à l'identification et au 
dosage des dérivés méthyl6s de la galactosnmine. 



Procédés de MONSIGNY (810) 

MONSIGNY a décrit une série de modifications des modalités d'uti- z4 

lisation de l'Auto-analyseur Technicon dans le' but précis de doser la gluco= A.: ~J 

samine et la galactosamine, soit dans des hydrolysats de glycoprotéides, soit 

dans des solutions provenant de l'action de la soude en milieu réducteur, sur 

des glycoprotides dans lesquels des glycannes sont conjugués B la fraction 

protidique par des liaisons O-séryl et O-thréonyl-N-acétylosaminidiques.Dans 

ce cas particulier, la réaction de rupture de ces liaisons par un mécanisme 

dit de " @-éliminationtt provoque l'apparition dans les hydrolysats acides, 
- à caté de la glucosamine, de la galactosamine et des acides aminés classi- 

ques -, d'osaminitols et d'acide a-amino-butyrique. Les proc6dés décrits 

par MONSIGNY permettent d'identifier et de doser ces composés, 

Nous décrirons uniquement les modifications apportées aux techni- 

ques classiques proposées par la firme Technicon, en particulier au gradient 

de pH et de force ionique, réalisé dans un ttAutograd" à 9 chambres avec les 

tampons dont la composition est rassemblée dans le Tableau XXVI (p. 210). (+) . 
a- Séparation simultanée de la glucosamine et des acides aminés. 

La composition des gradients G-AA-6 et P-AA-6 (u) utilisés pour 

séparer simultanément la glucosamine et les acides aminés sont précisées 

respectivement dans le Tableau XXVII (p. 211) pour la colonne de 0,6 x 130 cm 

remplie de "Chromobeads A" et dans le Tableau XXVIII (p. 212) pour la colonne 

de 0,6 x 65 cm, remplie de "Chromobeads B". 

Les osamines et les acides aminés sont doeés avec un réactif à la 

ninhydrine. Simultanément, les osamines sont déterminées spécifiquement B 

l'aide du procédé d'ELSON et MORGAN adapté à l'auto-analyse et qui nécessite 

l'emploi des réactifs suivants : 

- Solution tamponnée d'açétylacétone : 
Acétylacétone 

Solution P04H2Ma 0,66 M 

Cette solution est stable pendant 24 h. 

(+) Les colonnes utilisées sont celles que fournit la firme Technicon : co- 
lonnes de "Chromobeads A" (0,6 x 130 cm) et de "Chromobeads Btt (0,6 x 65 cm) 
thermorégulées à 60eC.Afin d'éviter le "vieillissementt1 des résines, ces 
dernières sont rég&n&rées, une fois par semaine, par le passage d'une so- 
lution, à pH 3, d'EDTA à 1 p.100. 

(u) Nomenclature utilisée au Laboratoire. 



Tableau XXVI 

Composition des tampons utilisés pour préparer 

les solutions d'élution des colonnes de chromatographie 

de l'Auto-analyseur Technicon. 

Tampon de pH 2,75 : 
(+) - Citrate trisodique 0,2 &ajusté à pH 2,75 avec de l!acj.de 

chlorhydrique et contenant 10 p.100 (v:v) de méthanol. 

Tampon de pH 2,875 : 
(+) - Citrate trisodique 0,2 Ma ajusté B pH 2,875 avec de l'acide 

chlorhydrique. 

Tampon de pH 3,8 : 
(+) - Citrate trisodique 0,2 M, ajusté à pH 3,80 avec de l'acide 

chlorhydrique. 

Tampon de pH 5,O : 

- Citrate trisodique 0,2 M (+) 

- Chlorure de sodium 0,6 M 
On ajuste à pH 5,O avec de l'acide chlorhydrique. 

Tampon de pH 6,10 : 

- Citrate trisodique 0,2 M (+) 

- Chlorune de sodium 1 M 
On ajuste à pH 6,10 avec de l'acide chlorhydrique. 

(4-1 en sodium. (citrate trisodique à 5 H20 : 89,25 g ; eau q.s.p. : 5 1) 



Tableau XXVII 

Composition du gradient G-AA-6 pour la s6paration 

simultanée de la glucosamine et des acides aminés (Colonne de 0 , 6  x 130 cm). 

NaC 1 
2,s M 

- 

- 
10 

10 

5  

- 

b 

Compartiment 

1 

2 

3  

4 

5  

6  

7 

8  

9 

p H 2 , 8 7 5  

70 

75 

7 5  

6 0  

- 

- 

Mlthanol 1:1 
n-Butano 1 

5 

- 
- 
.. 

PH 3 , 8  

- 

- 

PH 5 , 0  

- 

- 
5  

5 

40  

7  5  

7  5  

7  5 



Tableau XXVIII  

Composition du gradient P-AA-6 pour l a  séparation de l a  

glucosamine et  des acides aminés (Colonne de 0 , 6  x 65 cm). 



- Solution de soude 1,66 M 
- Solution de p-diméthylaminobenzaldéhyde : 

p-diméthylaminobenzaldéhyde 

E thano 1 

HC1 pur R.P. 

A préparer extemporanément. 

Dans la figure 35 (p. 214).nous avons schématisé le dispositif 

d'auto-analyse qui permet d'effectuer les dosages simultanée par le réactif 

B la ninhydrine (dans les conditions proposées par la firme ~echnicon) et 

par le réactif dlELSON et MORGAN modifié. 

@ - Séparation simultanée de la glucosamine de la galectosmiue et des 
acides aminés 

La composition du gradient P-AA-9 utilisé pour séparer simultané- 

ment la glucosamine, la galactosamine et les acides aminés est précisée dans 

le Tableau XIX (p. 215) pour la colonne de 0,6 x 65 cm. Ce gradient ne 

permet malheureusement pas une séparation satisfaisante de la phénylalanine 

et de l'ammoniaque, 

5. - CHROMATOGRAPHIE EN PHASE GAZEUSE 
Les osamines peuvent être identifiées et dosées par chromatogra- 

phie en phase gazeuse des triméthylsilyl-dérivés soit des osamines elles- 

mêmes, soit de leurs dérivés N-substitués (N-acétylés + (voir ,p. 223 ) ; 

N-carboéthoxylés (voir p.227 ) )  ; soit de leurs dérivés de réduction 

(voir p. 229 1. 
Le présent paragraphe concerne la chromatographie en phase gazeuse 

des dérivés silylés des osamines-bases . 
Les premieres tentatives de dosage des osamines par chromatogra- 

phie en phase gazeuse ont été effectuées par SWEELEY et coll. (811,812). 

Toutefois, elles sont demeurées au stade expérimental. Au contraire, les 

procédés suivants ont reçu quelques applications. 



ci .  

Schéma de dispositif automatique, adaptC P l'Auto-analyseur Technicon, de dosage simu1taniS 1) des 
acider aminiSs et des osrines par 1. r4actif I la ninhydrine et 2) &a osrines seules par le rhc- 
tif d*EISON-MORGAN iodifid. S : tubes de "Solvaflex* ; T : tubes de "rpgon" ; P.P. : pompe pdristal- 
tique. Le. nombres prlcisent le d<bit des fluides en ml p. m. 



Tableau XXIX 

Composition du gradient P-AA-9 pour la séparation simul- 

tande de la glucosamine, de la galactosamine et des aci- 

des amines (Colonne de 0,6 x 65 cm). 

Compartiment 

1 

2 

3 

l 1 
1 
1 

2,5 M 

- 
- 
3 

5 

5 

- 
- 
- 
- a  

T 

Methano1 

2 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

pH 6,10 

- 
- 
- 
- 
- 
40 

40 

40 

40 

pH 3,80 

- 
- 
5 

pH 2,75 

38 

12 

- 
10 

2 5 
- 

pH 2,875 

- 
28 

3 2 

2 5 

10 

- 
- 
- 
- 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

- 
- 
- 
- 
- 
- 



.. .. 
ProcBdés de KARKKAINEN et coll. 

.. ,. .. .. 
KARKKAINEN, mHTONEN et NIKKARI (8 13,8 14) et LEHTONEN, KARKKAINEN 

et HAAHTI (815) ont décrit trois procédés, peu différents les uns des autres, 

qui permettent d'identifier et de doser, outre des oses neutres et les acides 

glucuronique et iduronique (voir p. 1791, la glucos&ine et la galactosamine. 

Les osamines lib4rées par une hydrolyse chlorhydrique, sont purifiées sur 

Dowex 50, triméthylsilyl&set analysées en chromatographie en phase gazeuse 

dans les conditions suivantes : 

- Chromatographe Barber-Colman M 10. 
- Colonnes de verre de 4 mm x 6 pieds, traitées par le triméthyl- 

chlorosilane et l'hexméthyldisilazane. 

- Phase stationnaire : 3 p.100 de SE-30 sur Gas-Chrom P, siliconé, 
"mesh" 100-140 . 

- Température de la colonne : 140 à 205°C. 

- Gaz vecteur : azote , 30 ml p.mn sous 0,5 atm. 

- Détection par ionisation de flamme. 
Le sorbitol est utilisé comme "témoin interne". Les erreurs de 

dosage sont de l'ordre de + - 8 p.100. 

Procédé de RADHAKRISHNAIWRTHY et coll. (816) 

RADHAKRISHNAMüRTHY et coll. ont décrit un procédé différent du 

précédent par les modalités de l'analyse en phase gazeuse dont les conditions 

sont les suivantes : 

- Chromatographe F et M, modèle 402. 
- Colonnes de verre de 4 ft. 
- Phase stationnaire : 15 p.100 dlApiezon M sur Gas-Chrom CLZ, 

"mesh1I80 -100 . 
- Température de la colonne : 170°C. 
- Gaz vecteur : helium, hydrogène ou air. 
- Détection par ionisation de flamme. 

La précision des dosages est de l'ordre de + 2 B 4 p.100. - 



11 - CHROMATOGRAPHIE ET ELECTROPHORESE 
DES DERIVES N-SUBSTITUES DES OSAMINES 

IDENTIFICATION ET DOSAGE DES N-ACETYL-OSAMINES 

La séparation chromatographique et électrophorétique des N-acétyl- 

osamines est beaucoup plus aisée que celle des osamines et elle Fermet d'i- 

dentifier des dérivés acétylés des trois osamines que les procédés précédents 

ne parvenaient pas toujours à discriminer : la glucosamine, la galactosamine 

et la mannosamine. La N-réacétylation des osamines est très simple a réaliser 
et elle est quantitative. En outre, elle conduit des dérivés tr&s stables 

dont le dosage calorimétrique est très sensible et très précis. Le procédé 

d'identification et le dosage par chromatographie ou par électrophorèse des 

osamines préalablement N-réacétylées représente donc une méthode très sédui- 

sante et très efficace. 

1. - N-ACETYJATION DES OSAMINES 
a - PROCEDES "IN VITRO1I 

De nombreux procédés de N-acétylation par l'anhydride acétique 

(ft) en milieu alcalin ont et6 proposés. Ils diffèrent par la nature 

du composa alcalin utilisé pour libérer l1osamine-base de sa "~ombinaison'~ 

sous forme de chlorhydrate : 

- acétate d'argent, en présence de méthanol (ZUCKERKANDL et 
MESSIMER-KLEBERMASS (819) ; WHITE (820)). 

- bicarbonate de sodium (ROSEMAN et DAFFNER)(821). 
- triméthylamine (PERKINS) (822) ou triéthylamine (KUHN et B1STeR) 
(823). 

- soude diluée (LEWY et MC ALLAN)(~~~). 

- Dowex 2 x 5, sous sa £0. me carbonate (ROSEMAN et LUI~OWIEG) (825). 

Nous avons effectué une étude critique de ces procédés dans le 

but de déterminer les meilleures conditions à appliquer pour obtenir une 

N-acétylation quantitative. Nous avons appliqué les méthodes que nous décri- 

vons ci-dessous a des solutions titrées de chlorhydrate de glucosamine. Nous 

(+) Nous avons precisé dans le tableau XV (p. 159) le comportement electro- 
phorétique des N-glycolyl-osamines. 

(u) L'emploi du cétane a 4té préconisé par NEUBERGER et PITT-RIVERS (817) et 
par WEISSMAN et MEYER (818). 



avons ensuite dosé colorimétriquement, par la technique de G O 0  et BESSMAN 

(826) la N-acétylglucosamine formée, dans les effluents de colonnes jumelées 

d'échangeurs de cations et d'anions. 

- Procédé de WHITE (827). Traitement du résidu sec contenant 10 mg de 

chlorh~drate de glucasamine par 0,25 ml d'anhydride acétique, 0,75 ml de 

méthanol anhydre et des quantités d1ac6tate d'argent variant de 1 à 25 mg. 

La solution est maintenue pendant 24 h à 20°C. 

Résultats : La N-acétylation est totale avec des quantités de sel d'argent 

supérieures à 10 mg. 

- Procédés de ROSEW et coll. (828,829). A lm1 de solution contenant 

2 mg d'osamine, nous avons ajouté 1,5 ml d'une solution aqueuse de bicarbo- . . 
nate de sodium à 0,5 g p.100 ml et des quantités d'anhydride acétique variant 

de 20 a 100 pl. On abandonne la solution pendant 24 h à 20°C. 

Résultats : La N-acétylation est complete avec 20 pl d'anhydride acétique. 

Elle atteint 90 p.100 seulement avec 50 pl et 78 p.100 avec 100 )il. La 

quantité d'anhydride acétique doit donc être soigneusement dhterminée par 

rapport à la quantité d'osamine 3 N-acétyler. 

- Procédé de LEWY et: MC ALLAN (830). 10 mg d'osamine sont dissous dans 

100 pl de soude 1 N (rapport molaire osamine/soude : 1,5, le plus favorable 

d'après LEVW et MC ALLANI et 7,5 pl d'anhydride acétique. La solution est 

maintenue à 20°C pendant 15 mn. 

Résultats : La formation de N-acétylglucosamine est faible puisqu'elle n'exce- 

de pas 40 à 70 p.100. Ce résultat s'explique vraisemblablement par la des- 

truction partielle de la N-acétylglucosamine par la soude, avec formation 

concomitante de dérivés cycliques (chromogènes I,II et 111 de KUHN). 

Nous avons tenté d'améliorer les résultats en traitant la gluco- 

samine par la soude 0,l N, puis, par lm1 d'acétone contenant 7,5 pl d'an- 

hydride acétique. Nous ne sommes pas parvenus à dépasser un rendement de 

87 p. 100. 

CONCLUSIONS. Les procédés les plus satisfaisants sont ceux de WHITE (831) 

et de ROSEMAN et coll. (832,833), probablement parce que la N-acétylation 



est effectuée en milieu neutre, dans le premier cas, légèrement acide, dans 

le second et que l'on évite ainsi la destruction rapide des osamines et des 

N-ac6tylosamines en milieu alcalin. Le mode opératoire que nous appliquons 

est le suivant : 

Les hydrolysats sont débarrassés de l'acide chlorhydrique et 

éventuellement purifiés sur échangeurs de cations, suivant les 

protocoles que nous avons décrits plus haut (voir p.197 1. La 
teneur en osamines du résidu sec est déterminée de manière à 

préciser les quantités de réactifs, - en particulier, d'anhydride 
acétique -, à utiliser. I L  l 

Nous appliquona, ensuite, indifféremment le procédé de Li 

WHITE ou de ROSEMAN et coll. Les solutions réactionnelles sont 

purifiées sur des colonnes (1 x 10an)jnmPlénsde Dowex 50 x 8 

(forme acide) et de Duolite A-102-D (forme acétate). La solution 

effluente est évaporée à siccité et les N-acétylglucosamines sont 

soumises à l'analyse chromatographique ou électrophorétique. 

b - PROCEDE DE N-ACETYLATION SUR PAPIER 
OHKUMA et SHINOHARA ( 834 )  ont decrit un élégant procédé qui con- 

siste à effectuer la N-acétylation des osamines directement sur les chroma- 

togrammes. Nous avons appliqué cette méthode qui donne d'excellents résultats 

Toutefois, nous n'avons pas vérifié la quantitativité de la N-acétylation. 

Le mode opératoire est le suivant : $ - 100 pg environ des chlorhydrates d'osamines sont déposés sur 

les chr-togrammes (papier Whatman n03 MM imprégnés d'une solution de té- 

traborate de potassium 0,025 Ml. Au même endroit, on ajoute 1 goutte d'une i ', - 
solution d'anhydride acétique dans l'acétone (1:l) (v:v). 4 

- On effectue, ensuite, après 10 mn de réaction, une électropho- 
rèse B 6  cm pendant 6 h. Dans ce procédé original, OHKUMA et SHINOHARA 3 

? 
? 

(835) réalisent une électro-chromatographie bidimensionnelle. 11 
3 

Les résultats apportés par ce procédé doivent être interprétés 4 

avec prudence car, selon les auteurs eux-mhes (OHKUMA et sHINOHARA) (8361, 

des réactions d'épimérisation et de formation de chromogènes par cyclisation i 
des,N-acétylosamines ont parfois lieu. 3 



2. - CHROMATOGRAPHIE SUR PAPIER DES N-ACETYL-OSAMINES 

a - SYSTEMES-SOLVANTS 
La séparation des dérivés N-acétylés de la glucosamine, de la 

galactosamine et de la mannosamine n'est pas réalisable d'une manière satis- 

faisante par l'emploi d'un seul système-solvant. Au contraire, l'utilisation 

de plusieurs systèmes-solvants permet d'identifier les trois dérivés, par 

exemple, en combinant l'emploi des systèmes-solvants 1 et 2 ou 2 et 3 décrits 

dans le Tableau XXX (p.221). 

Une-étude critiqua des systèmes-solvants a été effectuée par 

CRUMPTON (837) qui a étudié le comportement de 11 osamines. 

b - REVELATION 
Les N-acbtylosamines sont révélées spécifiquunent (+) par le 

procbdé dit d'EHRLICH "indirect1' qui tire parti de la formation, en milieu 

alcalin, de chromogiines à partir des N-acétylosamines. Ces derniers sont 

mi5 en évidence, dans un second temps, avec un r6actif au p-dka0thylql,s.e- 

bcnzaldéhyde. 

- Procédé de SALTON (838).  

Les chromatogranmies sont d'abord imprégnbs, par pulvérisation, 

awac una s~lution éthanolique de borate de sodium ebtenue en mélangeant ax- 

teporanhent, à volumcs égaux, de l'éthanol à 95 p. 100 et une solution 

aqueuse de borate de sodium 0,05 M. Ils sont ensuite pnrtés B 100°C pendant 

10 mn en atmosphère humide, puis traités avec le réactif suivant : 

Solution frafche à 2 g de p-diméthylaminobenzaldéhyde 
par 100 ml d'acide acétique glacial 10 in1 

n-Bu t ano 1 

Acide chlorhydrique concentré 

Ils sont enfin maintenus, pendant 30 à 90 mn B 20°C. Sensibilité de la 

réaction : 1 pg de N-acétylglucosamine. 

(+) Elles se révèlent faiblement avec les réactifs aux sels d'aniline. 



Tableau XXX 

Comportement chromatographique des N-acétylosanines dans différents systèmes-solvants 

(1) n-butanol/pyridine/eau (6:4:3) 

(papier boraté) (a) (b) 

(2) n-butanol/pyridine/eau (6:4:3) 

(papier au chlorure de baryum) 

(c) (d)  

(a) Obtenu en imbibant les chromatogrammes d'une solution de borate de sodium 0,2 M de pH 8 et en laissant 
sécher les feuilles. 

(b )  CARDINI et LENOIR (839). 

(cl Obtenu en traitant les chromatogrammes avec une solution de chlorure de baryum 0,l M. 

(d) HEYWORTH, PERKINS et WALKER (840). 

(el PARTRIDGE (841). 



- Autres procédés. La solution boratée utilisée dans le procédé de SALTON 
peut être remplacée par des solutions de carbonate de sodium 0,025 M ou 

0,05 M (5 mn à 100°C) et la solution chlorhydrique de p-diméthylaminobenzal- 

déhyde par la solution trichloracétique employée pour révéler les acides 

sialiques par la réaction d'EHRLICH "directe" (voir p. 143). 

Nota : - 1 - La réaction d'EHRLICH "indirecte" n'est pas spécifique des 
N-acétylosamines car elle a lieu aussi avec l'acide N-acétylneutemLqique 

Toutefois, la discrimination entre ces deux types de constituants peut être 

réalisée par l'application de la réaction d'EHRLICH "directe" qui est donnée 

seulement par les acides sialiques. 

2 - La fonction "acétamido" des N-acétylosamines permet de révé- 
ler ces dernieresavec le réactif non spécifique des liaisons CO-NH de RYDON 

et SMITH (842) éventuellement modifié (PAN et DUTCHER (843) ; MAZUR, ELLIS 

et CAMMARATA (844) ; POWNING et IRZYKIEWICZ (845)). 

c - IDENTIFICATION 
L'identification des N-acétylosamines est effectuée comme celle 

des osamines-bases (voir p. 201). Nous avons précisé dans le tableau XXV 

(p. 202) quelques unes de leurs propriétés physiques. 

d - DOSAGE k 

Les N-acétylosamines peuvent être doséesdans les éluats de chro- . -"' - 
m.' 

matogrammes quantitatifs, soit par des procédés réductimétriques (voir p.89), , i  
soit par des méthodes calorimétriques spécifiques comme celle de GOOD et 

. :l 
BESSMAN (846). ' 4  

SALTON (847) a, en outre, décrit un procédé par élution de la 
* 
3 

coloration développée sur les chromatogrammes eux-mêmes par les N-acétyl- 
' 

*'$ osamines révélées par le procédé dlERHLICH "indirect". Nous n'avons pas rete- 
, 

' I  

nu cette méthode en raison de l'instabilité de la coloration,. 



3. - CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE 

La s é p a r a t i o n  des N-acétyl-hexosamines pa r  chromatographie s u r  .. 
couche mince peut  ê t r e  r é a l i s é e  se lon  l e  procédé de?GERSTHER e t  SCHWEIGER 

(848 . 
Support : Cel lu lose  MN, imprégnée d e  tampon bo ra t e  de pH 8 su ivan t  : 

~ é t r a b o r a t e  de sodium 

Chlorure de  sodium 

Acide borique 

Système-solvant : 

Acéta te  dléthyle/isopropanol/pyridine/eau (7:3 :2: 2) 

4. - CHROMATOGRAPHIE E N  PHASE GAZEUSE 

a - Procédé de SWEELEY, BENTLEY, MAKITA e t  WELLS (849) 

SWEELEY e t  c o l l .  séparent  l e s  N-acétyl-glucosamine, galactosamine 

e t  mannosamine sous l a  forme de t r i m é t h y l s i l y l é s  dé r ivés  pa r  chromatographie 

en phase gazeuse dcns l e s  condi t ions  expérimentales  su ivan te s  : 

- colonne de SE-52 s u r  support  de Chromosorb W ("mesh" 80-100) 

l avé  aux ac ides  e t  " s i l an i sé" .  

colonne à 15 p.100 de succ ina t e  de polyéthylène g lycol  s u r  

Chromosorb W ('lmeshtq 80-100) lavé  aux ac ides  e t  'Si lanisé" .  

- Température de l a  colonne 160 à 170°C. 

b - Procédé de RICHEY, RICHEY e t  SCHRAER (850) 

Les cond i t i ons  de chromatographie des  t r imé thy l s i l y l -dé r ivés  des  

N-ac6tylglucosamine e t  galactosamine appl iquées  par  l e s  au t eu r s  son t  c e l l e s  

que nous avons d é c r i t e s  à l a  page 106, 3 propos des o s e s -  
CI 

c - Procédé de KOBATA e t  ZIRO (851) 
A 

KOBATA e t  ZIRO on t  d d c r i t  un procédé de sépa ra t ion  des t r iméthyl-  

s i l y l - d é r i v é s  des  N-ac6tyl-glucosamine e t  galactosamine ( e t  de  N-acétylgluco- 

s amin i to l )  dont l e  mode o p é r a t o i r e  e s t  l e  su ivan t  : 



- Colonne en U (0,4 x 100 cm) à 11 p. 100 de polyes ter  adipique 

de néopentylglycol s u r  Chromosorb W ("mesh" 80-100). 

- Gaz vecteur  : héli- (95 ml/mn). 

- Temp6rature de l a  colonne : 193OC. 

5.  - ELECTROPHORESE SUR PAPIER 

a - MODES OPERATOIRES 

La sépara t ion  électrophorét ique des N-acétylosamines e s t  t r è s  sa- 

t i s f a i s a n t e  e t  on p r é f è r e  c e t t e  méthode à l a  chromatographie su r  papier .  

D'excellents  r é s u l t a t s  sont  fourn i s  par  l e  procédé de FOSTER e t  

STACEY (852) : électrophorèse en tampon bora té  ( t é t r abora te  de sodium : 

23,4 g ; soude 1 N : 30.ml ; eau q.s.p. 1000 ml) ; papier  Whatman n03  ; 20 

à 25  cm pendant 2 ,5  h. Les r é s u l t a t s  obtenus par  CRUMPTON (8531, B propos 

de h u i t  N-acétyl-osamines, sont  rassemblés dans l e  tableau XXXI (p. 225). 

Au Laboratoire,  nous u t i l i s o n s  un tampon bora té  ( t é t r a b o r a t e  de 

sodium B 1 g p.100 m l  d 'eau) de pH 9,2 qui  est mieux adapté à l 'é lectropho- 

r è s e  en cuve "en to i t1 ' .  Les électrophorégrammes ddnt ef fec tués  s u r  papier  

Arches 304, à 12 Vlcmpendant 4 h. Nous obtenons de bonnes sépara t ions  des 

N-acétylglucosamine, galactosamine e t  mannosamine ( ~ i g .  36 ; p. 226). 

b - REVELATION 

Quand l e s  électrophorégrammes son t  ef fec tués  en tampon bora té ,  

il s u f f i t  de l e s  mainteni r ,  dès l a  s o r t i e  de l a  cuve d 'électrophorèse,  pendant 

10 mn à 100°C, puis  de  l e s  révéler  par  un r é a c t i f  au p-diméthylaminobenzal- 

déhyde (vo i r  p. 201). On r é a l i s e ,  de c e t t e  manière, une réac t ion  d'EHRLICH 

" i n d i r  ec teg1 . 
Les a u t r e s  procédés de révé la t ion  ( n i t r a t e  d 'argent  a l c a l i n  ; sels 

d ' an i l ine )  ne peuvent ê t r e  u t i l i s é s  qu 'après avoi r  él iminé l ' a c i d e  borique 

des électrophorégrammes. On y parvient  en pu lvé r i san t  su r  ces de rn ie r s ,  au 

rec to ,  pu i s  au verso,  du méthanol acé t ique  (ac ide  acét ique à 5 m l  p.100 m l  

de méthanol) e t  en les l a i s s a n t  sécher à l a  température du l abora to i re .  



Tableau XXXI 

Comportement électrophorétique (+) calculé par rapport au glucose 

( ~ m )  de quelques N-acétyl-osamines (dlapr&s CRUMPTON) (855). 

(+) Tampon boraté de pH 10 de FOSTER et STACEY (854) ; papier 

Whatman no 3 ; 20 à 25  cm pendant 2,5 h. 



.. i-.'.. 
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Figure 36 

Séparation électrophorétique des N-acétylglucosamine (G~CNAC), galac- 
tosamine ( G a l ~ ~ c )  et mannoseaine ( M ~ ~ N A C )  et identification de la 
N-acétylmannosamine libérée par action de la neuraminyl-aldolase sur 
des échantillons d'acide N-acétylneuraminique. Y 



1. - DNP-osamines 

La glucosamine et la galactosamine peuvent être identifiées par 

chromatographie de leur DNP-dérivés obtenus, soit par dinitrophénylation des 

osamines préalablement libérées par hydrolyse chlorhydrique, soit par dinitro- 

phénylation des osamines conjuguées suivie d'une hydrolyse chlorhydrique 

de l'oside. 

La séparation chromatographique est réalisée sur papier (KENT, 
." 

LAWSON et SENIOR) (856) ou sur colonne de Kieselgur avec un tampon boraté 

(ANNISON, JAMES et MORGAN) (857). 

Dans le cas des osamines libres, nous avons vérifié, avec LESKO- ? 

WITZ et KABAT (8581, que le rendement de la dinitrophénylation était très 

faible et même, parfois, nul, vraisemblablement à cause de la grande labilité 

des osamines en milieu alcalin. C'est pourquoi, il est préférable de les 

r&duire, dans un premier temps, par les borohydrures alcalins, et de les 

caractériser, dans un second temps, sous la forme de DNP-osaminitols que l'on 

identifie par chromatographie sur colonne d'acide silicique et de "Celitel' 

(LESKOWITZ et KABAT) (859). 

2. - N-carbo-éthoxy-osamines 
Dans un procédé décrit par OATES et SCHRAGER (8601, les trunéthyl- 

silyl-dérivés des N-carbo-éthoxy-glucosamine et galactosamine sont identifiés 5 

et dosés par chromatographie en phase gazeuse (+). Les osamines sont N-carbo- 

éthoxylées par le chloroformiate d'éthyle dont l'action, selon les auteurs, , i  . * 
est quantitative en 15 mn, puis O-triméthylsilyléés. 

,- ' - y  

La séparation et le dosage des composés sont effectués aans les . '-  

conditions suivantes : 

- Chromatographe PYE 104, à détection par ionisation de flamme. 

- Colonne de verre (3/32 inches x 5 feet) . 
- Support dlApiezon L et d'adipate de néopentylglycol sur Chro- 

mosorb G ("mesh" 80 -100). 

- Gaz vecteur : azote (40 à 45 ml/mn). 

(+) Simultanhent, les hexoses et désoxyhexoses sont dosés sous la forme de 8 -  

triméthylsilyl-dérivés. . , 



- Température initiale : 130°C - 1  
-. .J 

Température finale : 220°C, atteinte à raison de 1,5"C/mn. 

3. - N-dansyl-osamines 
GALûYAN, MESROB et HOLEYS~~VSW (861) ont décrit un procédé de 

séparation des N-dansyl-hexosamines par chromatographie en couche mince. Le 

mode opératoire est le suivant : 

a - Dansylation des hexosamines. La réaction du chlorure de l'acide l-diméthyl- 
amino-naphtalène-5-sulfonique est effectuée sur des quantités d'osamines de 

l'ordre de 0,003 à 0,005 pole, selon la technique de GRAY et HARTLEY (862) 

modifiée. .1 

;FI -. 
b - Séparation des dérivés d'hexosamines. T 

Support : Silicagel G imprégné de tétraborate de sodium 0,2 M. , 7! 

?, 

Les dansyl-hexosamines sont révélées par la lumière ultra-violette 

(fluorescence jaune). 1 
,I 

La méthode de séparation des hexosamines sous forme de dansyl- 
4 

dérivés constitue une méthode simple, rapide et tres sensible à condition 'YI . 

qu'il n'existe pas d'acides aminés dans la solution analysée. 

III - IDENTIFICATION ET DOSAGE DES OSAMINITOLS 
' .  

L'analyse chromatographique des osaminitols présente deux raisons 

, -.\ 

En premier lieu, elle facilite la séparation et le dosage des . ,.W =c 
osamines par chromatographie en phase gazeuse. Celle-ci est appliquée aux 

dérivés triméthylsilylés des osaminitols N-réacétylés et permet d'éviter 

la formation des anomeres a et p -triméthylsilylés. A notre connaissance, 
un seul procédé, fondé sur ce principe, a été décrit. 

En second lieu, elle trouve son application dans l'analyse de 

mélanges d'osamines et dlosaminitols au cours des études sur la structure 

des glgcannes. Par exemple, dans le cas de liaisons O-séryl ou O-thréonyl- 

N-acétylglucosaminidiques ou galactosaminidiques, l'action de la soude en 



milieu réducteur détache des glycannes dans lesquels CO-existent des osami- 

nes et des osaminitols. Ces derniers proviennent de la réduction des osami- 

nes O-conjuguées. 

A - CHROMATOGRAPHIE EN PHASE GAZEUSE 
Dans le procédé d'HOROWITZ et DELMAN (862), les osamines sont 

d'abord réduites par le borohydrure de sodium et la solution obtenue est 

débarassée de l'acide borique par évaporation en présence de méthanol. Les 

osaminitols sont ensuite N-acétylés par la méthode de WHITE (voir p. 218 ) 

et identifiés par chromatographie en phase gazeuse de leurs trdméthylsilyl- 

dérivés dans les conditions expérimentales suivantes : 

- Chromatographe Perkin-Elmer 801. 
- Colonnes de verre à 10 p.100 de polyester succinique du butane- 

di01 sur Celite AW de "mesh" 80-100 (0,25 in. 16 ft) ou à 4 p. 100 de SE 30 

sur "Gas Chromt' PA.W. HMDS de "mesh" 80-100 (0,25 in.13 ft). 

- Gaz vecteur : hélium (28 ml à 30 ml/mn). 

- Température de 1' injecteur : 180-200°C. 
Température de la colonne : 210°C. 

- Détection par ionisation de flamme. 
Ce procédé permet aussi de séparer et de doser simultanément les 

hexitols. Quand les deux osaminitols sont seuls présents, une séparation 

rapide est effectuée en programmant la température de 125 B 215"C, 21 raison 

de 4OC p. mn. 

B - CHROMATOGRAPHIE SUR ECHANGEURS D'IONS 
Procédé de MONSIGNY (863) 

MONSIGNY a décrit un procédé de dosage du N-acétyl-glucosaminitol 

ou du N-acétyl-galactosaminitol présents, en association avec des osamines,' 

dans les hydrolysats de glycanncs détachés de glycoprotides par la soude en 

milieu réducteur. 

l0 - Principe 
Les osaminitols (glucosaminitol ou galactosaminitol) poss&dent 

un volume dtélution identique à celui de la galactosamine lorsqu'on utilise 

les résines et les gradients décrits plus haut (voir p. 213). C'est pourquoi 

il est nécessaire de détruire les osamines afin d'éliminer l'interférence 



avec l'osaminitol. Les osamines présentes dans les hydrolysats des glyco- 

protides sont N-acétylées en appliquant la technique de ROSEMAN et LUDWIEG 

(864). Les N-acétyl-osamines formées, très instables en milieu alcalin, 

sont détruites par la soude. Les autres constituants N-acétylés, sont stables 

dans ces conditions. On les désacétyle par une hydrolyse acide et on les 

dose B l'Auto-analyseur Technicon. 

2' - Mode opératoire 
a - Méthode de N-acétylation de ROSEMAN et LUDOWIEG (865) (voir 

b - Destruction des osamines. La solution, ajustée à pH 7,0, est 

additionnée d'un volume égal de soude 0,2 N et maintenue au bain-marie 

bouillant pendant 5 mn. 

c - N-désacétylation, Après refroidissement, les solutions sont 
additionnées de 1 ml d'acide chlorhydrique 4 N et maintenues pendant 2 h à 

100~~. Lthydrolysat est évapor6 B siccité et le résidu est étudié 2t l'Auto- 

analyseur Technicon avec le gradient décrit dans le Tableau XXIX (p. 215) 

qui permet de séparer llosarninitol des acides aminés. 

IV - ETUDE DES PRODUITS DE LA DESAMINATION 
OXYDATIVE DES OSAMINES 

PRINCIPE 

La glucosamine et la galactosamine sont désaminées 0xydativemen9r'.~ 

par la ninhydrine, respectivement,en arabinose et en lyxose (GARDEU, HEIJ- 

KENJOLD et ROCHNORLUND) (866) dont la séparation chromatographique est aisée 

a l'aide des systèmes-solvants classiques : 
n-butanollacide acétiqueleau (4: 1: 5) 

R~lucose arabinose : 1,2 

lyxos e : 1,4 

pyridinelacétate d'éthylekau (1:2 : 2) 

RF arabinose : 0,23 

lyxose 

R~ lucos e 
arabinose : 1,26 

lyxo s e : 1,55 



C e  procédé n ' e s t  pas d 'appl ica t ion  générale ca r  l e s  2-épim&res 

des 2-désoxy-2-amino-oses donnent l e  même pentose : l a  glucosamine e t  l a  

mannosamine, par  exemple, conduisent à l ' a rabinose .  

2. - MODES OPERATOIRES 

a - Procédé de GARDEU, HEIJKENJOLD e t  ROCHNORLUND (867) 

A 3 m l  d 'une so lu t ion  dlosamines débarassée des oses l'neutres" 

(+) ( 1  à 5 mg), on a j o u t e  2 m l  d'une so lu t ion  de ninhydrine (0,48 g de  nin- 

hydrine dans 100 m l  de c i t r a t e  de sodium 0 , l  M de pH 4,7). On maint ient  à 

100°C pendant 30 mn. 

La solu t ion  obtenue e s t  f i l t r é e  e t  p u r i f i é e  par un passage s u r  

un échangeur de ca t ions  (Dowex 50 x 8 ; "mesh" 25-50 ; forme ac ide  ; 1,8 x 5cm), 

pu i s  d'anions ( ~ u o l i t e  A 40 ; "mesh" 25-50 ; forme formiate ; 1,8 x 5 cm). 

Le l iqu ide  e f f luen t ,  débarrassé de l a  ninhydrine e t  des produi ts  de dégra- 

da t ion  des acides aminés, e s t  évaporé à s i c c i t é  e t  l e  rés idu  e s t  soumis à 

l a  sépara t ion  chromatographique dans l e s  systèmes-solvants d 6 c r i t s  p lus  

haut .  La r évé la t ion  des taches de pentoses e s t  e f fec tuée  à l ' a i d e  du r é a c t i f  

à l ' o x a l a t e  d ' a n i l i n e  de PARTRIDGE (868) (colora t ion  rose ) .  

Le procéd6 n ' e s t  pas q u a n t i t a t i f  e t  ne permet pas de doser les 

osamines. 11 ne peut  fourn i r  qu'une approximation quant aux proport ions re- 

l a t i v e s  des osaminea presentes  dans un hydrolysat .  

b - Procédé de STOFFYN e t  JEANMZ (869) 

a * Un procédé analogue a é t é  d é c r i t  par  STOFFYN e t  3EANLOZ. Il 

d i f f è r e  par  l a  composition de l a  so lu t ion  de ninhydrine (solu t ion  aqueuse à 

2 p. 100 (P:v) de ninhydrine e t  4 p. ZOO (v:v) de pyr id ine)  e t  par  l 'absence 

de p u r i f i c a t i o n  de l a  so lu t ion  réac t ionne l l e  qu i  est déposée t e l l e  que l l e  s u r  

l e  chromatogramme. Le système-solvant u t i l i s é  est composé de n-butanol/éthanol/ 

eau (4 : l : l )  

$ - Un procédé p l u s  simple encore a é t é  d é c r i t  par  les mêmes 

auteurs.  I l  cons i s t e  à pu lvé r i se r  su r  l a  tache déposée su r  l e  chromatogramme 

une so lu t ion  à 2 g de ninhydrine pour 100 m l  d 'éthanol  à 95OC contenant * 4 
4 p.100 (v:v) de pyr id ine  e t  à maintenir l e  chromatogramme à 80.C pendant 3 h. 

(+) Obtenue, par  exemple, par  é l u t i o n  chlorhydrique de l 'échangeur de c a t i o n s  
u t i l i s k  pour p u r i f i e r  un hydrolysat d 'os ide  ou de glycoprotéide (voi r  p. 65 , 



ii JI- 

' , ,' :l 
i dans un r é c i p i e n t  c l o s  contenant une solu t ion  aqueuse de pyr id ine  B 50 p . IO0  '; 

(v:v). Les chromatogrannnes sont  développés conme précédemment. 

c - Procédé de BYCHKOV e t  KOUSNIKOVA (870) 

BYCHKOV e t  KOLESNIKOVA ont  d é c r i t  un procédd de désamination quant i ta -  

t i v e  des hexosamines q u i  permet de déterminer ces dernières  en dosant les pentoses 

formés par  chromatographie quan ' t i ta t ive  su r  papier .  

Les hexosamines (5 mg) en so lu t ion  dans 0 ,5  m l  d'eau e t  0 , 5  m l  de pyr i -  

d ine  sont  désaminées par  50 mg de ninhydrine, en tube s c e l l é ,  par  chauffage à 

100°C pendant 30 mn. Les pentoses son t  séparés par  p lus ieu r s  chromatographies s u r  

papier  successives dans l e  système-solvant n-butanol/éthanol/eau ( 4  : 1 : 1) e t  dosés 

colorimétriquement par  l a  méthode de DISCHE e t  SHETTLES (871) à l a  cystéine-sulfu- 

r ique .  

4")  DOSAGE COLORIMETRIQQ 

GLUCOSAMINE, ,DE LA GAUCTOSAMINE ET DE LA MANNOSAMLNE EN 24ELANGE 

Dans l e  cas de mélanges de g lucosmine  e t  de galactosamine, - e t  aussi, 

pour c e r t a i n s  procédés, de mannosamine -, on peut ne pas avo i r  recours à des procé- 

dés chromatographiques ou électrophorét iques pour doser chacune de ces osamines. 11 

e x i s t e ,  en e f f e t ,  des méthodes qui  permettent de doser colorimétriquement ou enzy- 

matiquement chacune des osamines d'une manière spéci f ique .  Nous c i t e rons ,  par  exem- 

p l e ,  l e s  méthodes de CESSI e t  SERAFFINI-CESSI (871 b i s )  e t  de LUDOWIEG e t  BENMAMAN 

(871 t e r ) .  C e t t e  dernière  e s t  p r é c i s e  à 1 p.100 près e t  nous a donné des r é s u l t a t s  

tres s a t i s f a i s a n t s .  

1 - PROCEDES COLORIMETRIQUES 

A - PROCEDE DE ROSEMAN ET DAFFNER 

Un premier procédé cons i s t e  à assoc ie r  l e s  méthodes d'ELSON e t  MORGAN 

(872) de dosage des osamines e t  de MORGAN e t  ELSON (873) de dosage des N-acétyl 

osamines. I l  est fondé s u r  l e  f a i t  que l a  glucosamine e t  la  galactosamine donnent, 

à quant i tés  égales,  l a  même i n t e n s i t é  de colora t ion  avec l a  méthode dlELSON et  

MORGAN (874), tandis  que l eu r s  N-acétyl-dérivés fournissent  des i n t e n s i t é s  de co- 

lo ra t ion  d i f f é r e n t e s  (AMINOFF, MORGAN e t  WATKINS (875) ; REISSIG, STROMINGER e t  

IIELOIR (876)). Ce procédé ne nous p a r a î t  pas s a t i s f a i s a n t  n i  dans son principe,  

- ca r  l e s  osamines ne donnent pas toujours l a  même i n t e n s i t é  de colora t ion  -, n i  

dans son app l i ca t ion  qu i  a conduit ROSEMAN e t  DAFFNER (877) à l a  conclusion que 

1'ovomucoÉde renfermait  7 rés idus  de galactosamine e t  15 rés idus  de glucosamine 

a l o r s  q u ' i l  est bien é t a b l i ,  à présent ,  que seule ,  c e t t e  de rn iè re  est présente dans 

l'ovomucofde. Une modificat ion apportée par  RADHAKRISHNAMüRTHY et  BERENSON (878) ", . 
n ' a  pas amélioré l a  préc is ion .  



B - PROCEDE DE GOOD ET BESSMAN (879) 
Pour éliminer la principale cause d'erreur des procédés de ROSEMAN 

et de RADHAKRISHNAMURTHY apportée par les différences d1absorbance molaire 

donnée par les osamines dans les réactions colorées, GOOD et BESSMAN (880) 

ont introduit des termes de correction qui, selon les auteurs, conduisent 

a des résultats satisfaisants. 
Nous n'avons pas effectué d'étude critique des méthodes précé- 

dentes. Au contraire, à la suite d'essais satisfaisants, nous appliquons 

couramment, au Laboratoire, les procédés suivants. 

C - PROCEDE DE CESSI ET SERAFFINI-CESSI (881) 
1. - PRINCIPE 
Ce procédé calorimétrique permet de doser la glucosamine et la 

galactosamine en mélange. Il est fondé sur l'observation de TRACEY (882) 

que la rdaction de l'acétylacétone en milieu boraté provoque une diminution 

de la coloration donnée par la glucosamine, plus importante ( - 75 p.100) 
que celle de la galactosamine ( - 50 p. 100). 

Dans le procédé de CESSI et SERAFFINI-CESSI (8831, la coloration 

donnée par la glucosamine est seulement 1 p.100 de celle que fournit une 

quantité égale de galactosamine. Les osamines-bases, obtenues par action 

de la triéthylamine sur les chlorhydrates, sont condensées avec l'acétyl- 

acétone. Le produit de la réaction est traité à chaud par un tampon boraté 

de pH 8. Dans ces conditions, seule la galactosamine donne du 2-méthylpyrrole 

qui est recueilli par distillation et dosé par le p-dimdthylaminobenzald6hy- 

de. La connaissance de la concentration de la solution en osamines totales, 

déterminée par la méthode dlELSON et MORGAN, permet de connaftre, par dif- 

férence, le taux de glucosamine. 

2. - REACTIFS 
- Méthanol anhydre 
- Solution tQnoin des chlorhydrates de glucosamine et de galacto- 

samine. 

- Solution d'acétylacétone et de triéthylamine : 
Acétylacétone 25 ml 

Triéthylamine 25 ml 



Pyridine 

Méthano 1 

Cette solution doit être préparée au moment de llemploi. 

- Solution boratée ajustée à pH 8 

Tétraborate de potassium à 4 H O 2 
Acide borique 

Eau distillée q.s.p. 

- Solution de p-diméthylaminobenzaldéhyde 
p-diméthylaminobenzaldéhyde 

Acide chlorhydrique 

Ethanol absolu q.s.p. 

3. - MODE OPERATOIRE 
lm1 de l'hydrolysat renfermant 10 à 50 pg dlosamines est évaporé 

à siccité, sous vide, dans des tubes fermés par un bouchon rodé muni d'un 

robinet. 

On ajoute,ensuite, 1 ml du réactif B l'acétylacétone et on main- 

tient les tubes bouchés à 55OC pendant 16 h. La solution est évaporée sous 

vide. 

On ajoute alors 6 ml de la solution boratée et on porte le mé- 

lange à 100°C pendant 20 mn. On distille ensuite à 35'C et on recueille les 

deux premiers millilitres dans un tube jaugé à 10 ml dans lequel on a préa- 

lablement introduit 8 ml de la solution de p-diméthylaminobenzaIdéhyde. La 

coloration qui se développe est stable au delà de 30 mn pendant plusieurs 

heures. L1absorbance des solutions est déterminée à 545 my. 

Parallèlement, on dose les osamines totales par la méthode 

dlELSON et MORGAN (8841, modifiée par BELCHER et coll. (885) en introduisant 

dans chaque séria de dosages des "ténoins internes" constitués par des solu- 

tions titrées de glucosamine, d'une part, et de golactosamine, d'autre part, F-4 
Ces témoins sont destinés à éliminer la cause d'erreur due aux différences :- 

dlabsorbance données par des quantitbs égales des deux osamines. On peut 

alors, connaissant le taux de galactosamine, calculer celui de la glucosamine 



4. - RESULTATS 
CESSI et SERAFFINI-CESSI ont précisé les absorbances données 

par différents composés à la concentration de 1 mM par ml de solution 

finale 

D-galactosamine 14 200 

D-glucosamine 180 

D-mannosamine 1 400 

N-acétyl-D-glucosamine 140 

Glycocolle 2 

Alanine 2 

Lysine 3 

Tyrosine O 

Proline O 

Rydroxyproline 10 

On voit que l'absorbante donnée par la glucosamine est négligea- 

ble. Au contraire, la présence de mannosamine risque d'introduire une cause 

d'erreur. D'autre part, les protides n'interfèrent pas. 

D - PROCEDE DE LUDOWIEG ET BENMAMAN (886) 
1. - PRINCIPE 
Dans un premier temps, on dose les osamines totales à l'aide de 

réactifs qui donnent la n h e  absorbance molaire avec chacune des osamines . 
Dans un second temps, on dose sélectivement la galactosamine ou 

la mannosamine en tirant parti de la différence de réactivité de ces deux 

osamines, d'une part, et de la glucosamine, d'autre part, vis-à-vis de l'ace- 

tylacétone, à O°C. Le mécanisme de la réaction a été démontré par LUDWIEG 

et BENMAMAN : à O°C, la glucosamine est transformée en un composé qui a été 

identifié par chromatographie à une céto-imine et qui ne réagit pas avec le 

réactif d'EHRLICH ; au contraire, la galactosamine ou la mannosamine donnent 

des chromogènes qui fournissent une coloration rose avec ce réactif. 



2. * DOSAGE DES OSAHINES TOTALES 

a - Réactifs. 
- Solution alcaline dlacétylacétone : 

Acétylacétone 3 ml 

Solution de carbonate de sodium 0,7 M q.s.p. 100 ml 

Le pH de la solution est ajusté 3 9,8 avec du carbonate de 

sodium solide. La solution doit être préparée extemporan&nent,et n'est sta- 

ble que pendant 1 heure. 

- Réactif d'EHRLICH : 

p-diméthylaminobenzaldéhyde 

Acide chlorhydrique concentré 

Ethanol à 95 p.100 

- Solutions titrées dlhexosamines à 50 et 100 pg p. ml 

d'acide chlorhydrique 0,3 N. 

b - Mode opératoire. 
A 0,5 ml d'une solution d'acide chlorhydrique 0,3 N renfermant au 

maximum 100 pg de chlorhydrate d'hexosamines, on ajoute 1 ml de la solution 

alcaline dlacétylacétone. Les tubes bouchés sont placés au bain-marie A 

80°C pendant 1 h. Apr&s refroidissement à 20-25°C pendant 5 mn, on ajoute 

5 ml d'éthanol à 90 p.100 et 1 ml du réactif d'EHRLICH. Apres un repos 

d'l h B l'obscurité, l'absorbante des solutions est mesurée à 535 y. 

Les observations que nous avons effectuées et les résultats que 

nous avons obtenus sont les suivants : 

le) Les absorbances et les spectres donnés par les deux osamines- 
pc- ;iq 

varient d'un doaege à l'autre. 11 est donc indispensable de tracer systémaic 

tiquement les spectres d'absorption et de déterminer la longueur d'onde pour 

laquelle les absorbances sont identiques. Cette longueur d'onde peut varier 

de 527 m)t à 549 m)i. Les dosages doivent donc être effectués à la longueur . 

d'onde ainsi déterminée et non pas à 535 mp, comme le préconisent les 

auteurs. 



2 " )  Comme l'ont montré aussi LUDOWIEG et BENMAMAN, le chlorure 

de sodium diminue l'intensité des colorations. 

3') La loi de BEER est vérifiée pour des quantités dlhexosamines 

comprises entre 10 et 100 pg. 

4") L'interférence des protéines est éliminée par un passage des 

hydrolysats sur des colonnes de Dowex 50 W x 8, selon le procédé de BOAS 

(8871, modifié par ROSEMAN et DAFFNER (888). 

3. - DOSAGE SPECIFIQUE DE LA GALACTOSAHINB OU DE IA MANNOSAMINE 
a - REACTIFS 

Voir p. 236. 

b - MODE OPERATOIRE 
Des tubes renfermant 0,5 ml d'une solution d'acide chlorhydrique 

0,3 N contenant au maximum 200 pg  de chlorhydrate d'hexosamines, sont placés 

dans un bain de glace : 1 ml de la solution alcaline d'acétylacétone est 

ajouté dans chacun des tubes qui sont maintenus, bien bouchés, dans de la 

glace pilée, au réfrigérateur à 0°C. Au bout de 18 h, on ajoute 10 ml d1étha- 

no1 à 90 p.100 dans les tubes maintenus en permanence dans la glace et 1 ml 

du réactif d'EHRLICH. Les tubes, convenablement agités, sont placés à 60°C 

pendant 30 mn, rapidement refroidis à 20-25OC, et maintenus pendant 1 h à 

cette température. Les absorbances sont mesurées à 525 mp. 

c - RESULTATS 

1') Les absorbances données par 100 pg des chlorhydrates de glu- 

cosamine, de galactosamine et de mannosamine sont les suivantes : 

G luco s amine 0,Ol 

Galactosamine 0,37 

Mannosamine 0,94 

L'interférence de la glucosamine est donc tres faible. Cependant, 

quand la quantité de glucosamine est élevée par rapport à la galactosamine 

ou à la mannosamine, il est important de tenir compte de l'interférence de 

la glucosamine et d'effectuer des c~rrections. 



2') Les colorations ne sont pas stables et les mesures doivent etre 

effectuées rapidement. 

3') La loi de BEER est vérifiée par des quantités d'hexosamines 

comprises entre 10 et 200 pg. 

4 ' )  LUDOWIEG et BENMAMAN ont montré que l'intensité de coloration 

crott avec la durée de l'incubation à O°C. Toutefois, l'interférence de la 

glucosamine est minimale après 18 h. 

5") Le chlorure de sodium augmente l'intenoité de la coloration 

donnée par la glucosamine et par la galactoamnine et diminue celle que four- 

nit la mannosamine. 

PROCEDES ENZYMATIQUES 

Des procédés de dosages enzymatiques ont été décrits dont nous 

nous bornerons à exposer les principes. 

La plupart d'entre eux sont fondés sur la phosphorylarion spéci- 

fique de la D-glucosamine en D-glucosamine-6-phosphate par des hexokinases 

de diverses origines (cerveau, levure) en présence dlATP (HARPUR et QUASTE 

(889) ; BROWN (890) ; GRANT et LONG (891)). SLEIN (892) précipite le gluco- 

samine-6-phosphate sous la forme de sels de baryum ou de zinc et dose la 

galactosamine résiduelle. JOHNSTON (893) a montré que cc type de fraction- 

nement n'était pas quantitatif et il préconise d'éliminer spécifiquement la 

galactosamine par un passage sur Dowex-50 et de doser le glucosamine-6-phos- 

phate dans le liquide effluent par la méthode dlELSON et MORGAN. Une cause 

d'erreur est apportée par la présence de mannosamine qui est phosphorylée 

en 6 par l'hexokinase. LUDERITZ et co11.(894) l'éliminent en N-réacétylant 

spécifiquement le glucosamine-6-phosphate par un enzyme d'acétylation et. 'i~~~J 
A.. 

dosent le composé formé par une méthode dérivée du procédé de dosage des 

N-acétylosamines de MORGAN et ELSON. 

Un autre,procédé spécifique consiste à traiter le glucosamine-6- 

phosphate par des désaminases extraits du rein du Borc (LELOIR et CARDINI) 

(895,896) ; ou dlEscherichia Coli (COMB et ROSEMAN) (897,898) qui l'hydroly- 

sent en ammoniac et en fructose-6-phosphate dosé ensuite colorimétriquement: 



Certains procédés font appel à des enzymes d'oxydation. IMANAGA 

(899) par exemple, oxyde la D-glucosamine en acide D-glucosaminique B 

l'aide d'un extrait de Pseudomonas fluorescens et la dose en déterminant la r 

quantité d'oxygène consommé. En outre, il détermine, colorimétriquement, la 

quantité de D-galactosamine non oxydée. 

SEMPERE, GANCEDO et ASENSIO (900) dosent, par une méthode colori- 

métrique, la D-galactosamine et la N-acétyl-D-galactosamine en présence 

d'autres osamines, - et en l'absence de galactose -, avec la galalactose-exy- 
dase. 

5" - IDENTIFICATION ET DOSAGE 
DE L'ACIDE MURAMIQUE 

L'acide muramique est plus stable vis-àwvis des acides que les 

osamines et l'hydrolyse quantitative de ses liaisons est effectuée dans des 

conditions variables suivant les auteurs : 

HC1 4 N, 105"C, 4 h (RICHMOND et PERKINS) (901) 

HC1 2 N, 121°C, 2 h (PARK et THOMPSON) (902) 

HC1 6 N, 105"C, 15 h (PARK et THOMPSON) (903) 

La purification des hydrolysats est effectuée dans les conditions 

que nous avons décrites à propos des osamines (voir p. 197) et l'acide mura- . . ' 8  

. ' , ,  
mique est séparé des autres osamines et dosé par chromatographie sur papier ' .  

ou sur colonne et par électrophorèse. . . 
" .. 

8 : 9 

A - CHROMATOGRAPHIE SUR PAPIER 
. =l+ 

STROMINGER, PARK et THOMPSON (904) ont décrit (Tableau XXXTI ; " :ci 
:,*fi 

p. 240) plusieurs systèmes-solvants qui permettent de séparer l'acide mura- 1-3 
,:J- 

mique et la glucosamine. 

L'acide muramique est révélé avec les réactifs classiques à l'oxa- 

late d'aniline, à la ninhydrine et au nitrate d'argent. Son produit de N-réa- 

cétylation est mis en évidence par la réaction d'EHRLICH "indirecteff (voir 

p. 200). En outre, le réactif à la diphénylamine trichloracétique de HOUGH, 

JONES et WADMAN (905) permet de différencier la N-acétylglucosamine,qui donne 

une coloration gris verdâtre, de l'acide N-acétyl-muramique qui donne une 

coloration rose. 



Tableau XXXII 

Chromatographie sur papier de la glucosamine et de 

l'acide muramique dans différents systèmes-solvants 

dlapr&s STROMINGER, PARK et THOMPSON (906). 

($1 Distances parcourues en cm. 

t 

Glucosamine 

Acide 

muramique 

~utanollacide 

acétiqueleau 

(4:1:5) 

O, 11 

0,36 

Phénolleau 

(3:l) 

0,36 

0,49 

Alcool amylique 

tertiaireleau1 

Acide formique 

(4: 2: 1) 

0,22 

0,78 

~utanoll 

éthanolleau 

(4:l:l) 

(+) 

19,5 

15,3 

4 



B - CHROMATOGRAPHIE SUR COLONNES 

PERKINS e t  ROGERS (907) séparent l a  glucosamine de l ' a c i d e  mura- 

mique par  chromatographie des hydrolysats  chlorhydriques s u r  une colonne de 

charbon "Celitel ' .  Le mode opéra to i re  e s t  l e  su ivant  : 

L'hydrolysat, d i l u é  avec de l ' eau ,  e s t  passé s u r  une colonne de 

5 mm de diamètre contenant 0 ,5  g d'un mélange, en proport ions égales,  de 

charbon (NoRITAA)~~ de "Celite", préalablement lavés  avec de l ' a c i d e  chlo- 

rhydrique 2 N. Les osamines sont  deplacées par  l e  passage de 10 m l  d'eau 

d i s t i l l é e  e t  l ' a c i d e  muramique par  l e  passage de 10 m l  d'une so lu t ion  

aqueuse d 'éthanol  à 5 p. 100 (v:v). 

STROMINGER, PARK e t  THOMPSON (908) séparent  l a  glucosamine de 

l ' a c i d e  muramique par  chromatographie sur  colonne de Dowex 50-H ("meshW 

200 à 400), l ' é l u t i o n  é t a n t  e f fec tuée  par  de l ' a c i d e  chlorhydrique 0,8 N. 

Dans le  procédé de CRUMPTON (909), l 'emploi  du Zeo-Carb 225 

(é lu t ion  par  H C I  0,33 N)  permet de séparer  l a  glucosamine de l ' a c i d e  wrami- 

que e t  les stéréo-isomères de ces derniers .  

Nota. STROMINGER, PARK e t  THOMPSON (910) désaminent par  l a  ninhydrine l ' a c i d e  - 
muramique et i d e n t i f i e n t  l e  composé formé par  chromatographie su r  papier .  

L'acide N-acétyhuramique peut ê t r e  i d e n t i f i é  e t  dosé par  chro- 

matographie en phase gazeuse (GHUYSEN e t  STROMINGER) (911). 

C - ELECTROPHORESE 

La séparat ion é lec t rophoré t ique  de l a  glucosamine e t  de l ' a c i d e  

muramique peut ê t r e  r é a l i s é e  dans des tampons de pH 2,2 - 2,8 ou 4,5. 

Selon STROMINGER, PARK et THOMPSON (9121, les dis tances  parcourues en cm 

son t  les suivantes (électrophorèse su r  papier  Whatman no  1, à 1,3  cm 
pendant 2,5 h) .  

G lucosamine 

Acide muramique 



6' - CONCLUSIONS GENERALES 

Les conclusions générales que nous pouvons tirer des études que 

nous avons effectuées à propos des pr~~~d.!identiffc~tion et de dosage-des 

osanines sont les suivantes : 

A - Comme dans le cas des autres types d'oses, la libération des osamines de 
leurs conjugaisons est un compromis entre la coupure quantitative des liaisons 

l'osaminidyl" et la destruction des composés. Toutefois, grgce 21 la stabilité 

particulière des osamines en milieu acide, le problème de l'hydrolyse des 

liaisons "osaminidyl" est à présent résolu, - au moins dans le cas de la glu- 
cosamine, de la galactosamine et de la mannosamine qui ont fait l'objet de 

nos travaux -, sous réserve d'observer les conditions suivantes. 

1 - Les hydrolyses doivent etre effectuées en tubes scellés, sous vide, avec 
de l'acide chlorhydrique redistillé, exempt de sels de fer. 

2 - Les osamines sont stables au moins pendant 4 h, vis-à-vis de l'acide chle 
rhydrique 4 N, à 100°C. 

Elles sont partiellement détruites dans les conditions d'hydrolyse des 

chafnes peptidiques (HC~ 5,6 N, à 100°C pendant 1, -2 et 3 jours). Toutefois, 

l'extrapolation des droites au temps zéro de l'hydrolyse permet d'éliminer 

en partie l'erreur par défaut. L'ordre décroissant de stabilite des osamines 

est le suivant : glucosamine, galactosamine, mannosamine. 

3 - Les liaisons des osamines pr6sentent des stabilités differentes vis-à-vis 
des acides. Les liaisons N-acétylosaminidiques sont tres labiles. Au contraire, 

les liaisons osaminidiques sont stables. Les plus résistantes sont les liai- 

sons N-(p-asparty1)-osaminylaminiques et O-séryl et O-thréonylosaminidiques. 

Il est donc difficile de prévoir les conditions d'hydrolyse totale d'un gly- 

canne et il est nécessaire d'effectuer systématiquement une étude de la ciné- 

tique de libération des osamines et de choisir les valeurs maximales. Au Labo- 

ratoire, nous dosons les osamines libérées par HC1 4 N, à 100°C, pendant 1,2, 

3, 4 et 6 heures. 



B - Dans le cas de l'identificationst &--%cle la glucosamine, de la galacto- 

samine et de la mannosamine, le procédé de choix est actuellement 1161ectropho- 

rèse des osamines préalablement N-réacétylées par les procédés de WHITE ou de 

ROSEMAN et coll. (voir p. 218) qui sont quantitatifs. 

Les autres procédés ne permettent pas toujours de discriminer la gluco- 

samine de la mannosamine. Toutefois, quand, seules, la glucosamine et la ga- 

lactosamine sont présentes, ils donnent d'excellents résultats et leur appli- 

cation est simple. Il s'agit de la chromatographie sur papier et des procédés 

de GARDELL de désamination oxydative et de chromatographie sur colonne d'échan- 

geurs deLoations. Quant B la chromatographie sur couche mince et $ la chroma- 

tographie en phase gazeuse, elles sont encore au stade expérimental de la 

mise au point. 

C - Dans certains cas, des procédés eolorimétriques permettent d'identifier 
et de doser rapidement et avec précision la glucasamine et la galactosamine en 

mélange, On évite ainsi l'application longue et toujours delicate des methodes 

chromatographiques ou électrophor6tiques. Les procédés les plus satisfaisants, 

à notre avis, sont ceux de CESSI et SERAFFINI-CESSI (voir p. 233) et de 

LUDOWIEG et BENMAMAN (voir p. 235) B condition d'apporter certaines modificar 

tions que nous avons décrites. 
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