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INTRODUCTION 

Les g l y c o p r o t é i n e s  s o n t  l ' o b j e t  d e p u i s  une  d i z a i n e  d l a n n i e s  

d ' u n '  g r a n d  nombre  d e  t r a v a u x  q u i  c o n c e r n e n t  l e u r  m é t a b o l i s m e  e t  

l e u r  f o n c t i o n  d a n s  l e s  o r g a n i s m e s .  Au c o u r s  d e  ces é t u d e s ,  il e s t  

a p p a r u  d e  p l u s  e n  p l u s  q u e  l a  p a r t i e . g l y c a n n i q u e  d e  l a  p r o t é i n e  

j o u e  un r 8 l e  trés i m p o r t a n t  : d a n s  l e  m é t a b o l i s m e  o ù  l l é l i m i n a t i o n  

d e  l ' a c i d e  s i a l i q u e  t e r m i n a l  non r é d u c t e u r  e n C r a 4 n e  l a  m o r t  d e  

l a  g l y c o p r o t é i n e  ( 8 2 )  ; d a n s  l e  r81e où  l a  m é m e  d é s i a l y l a t i o n  d e  

d e  c e r t a i n e s  hormones  r e n d  c e s  d e r n i è r e s  a v e u g l e s  e t  i n c a p a b l e s  d e  

r e c o n n a f t r e  l e s  c e l l u l e s  c i b l e s  oh  e l l e s  d o i v e n t  a g i r  ( 98 1 ,  d a n s  

l e  r e le  e n c o r e  où  l a  g l y c o s y l a t i o n  d e  l a  p r o t é i n e  c o n s t i t u e  p o u r  

e l l e  un p a s s e p o r t  de s o r t i e  d e  l a  c e l l u l e  a l o r s  q u ' e l l e  r e s t e  

i n t r a c e l l u l a i r e  l o r s q u l e l l e  n ' e s t  p a s  g l y c o s y l é e  ( 2 7 ) .  

L ' i m p o r t a n c e  g r a n d i s s a n t e  d e  l a  c h a r n e  g l u c i d i q u e  d a n s  l a  

v i e  e t  l ' a c t i o n  d e  l a  g l y c o p r o t é ï n e  a  pu é t r e  d é m o n t r é e  g r % c e  à 

d e s  t e c h n i q u e s  d e  p l u s  e n  p l u s  p r é c i s e s  e t  s e n s i b l e s .  P a r m i  e l l e s ,  

f i g u r e n t  l e s  m é t h o d e s  d e  c o u p u r e  c h i m i q u e  ( a ~ é t o l y s e ~ h y d r o l y ç e  
- 

a c i d e  p a r t i e l l e ,  h y d r a z i n o l y ~ e )  e t  l e s  r é a c t i o n s  e n z y m a t i q u e s .  
8 

L e s  t e c h n i q u e s  d ' a n a l y s e  o n t  p r o g r e ç s é  d e  m a n i è r e  p a r a l l è l e  : e l l e s  

f o n t  a p p e l  m a i n t e n a n t  a u x  c o l o n n e s  c a p i l l a i r e s  e n  c h r o m a t o g r a p h i e  e n  

p h a s e  g a z e u s e ,  b e a u c o u p  p l u s  e f f i c a c e s  q u e  l e s  c o l o n n e s  d e  r e m p l i s s a g e  

c l a s s i q u e s .  La r é s o n a n c e  m a g n é t i q u e  n u c l é a i r e  e t  l a  s p e c t r o m 6 t r t i e  de 

m a s s e  s o n t  d e v e n u e s  d e s  t e c h n i q u e s  couramment  e m p l o y é e s  p o u r  a b o r d e r  

l a  s k r u c t u r e  d e s  m o l é c u l e s .  L ' é v o l u t i o n  e t  l a  c o n s t a n t e  p r o g r e s s i o n  

d e s  a n a l y s e s  l a i s s e n t  e n t r e v o i r  d a n s  l ' a v e n i r  l a  p o s s i b i l i t é  d ' é t u d i e r  



des substrats difficiles à obtenir en quantité appréciable comme 

par exemple les glycoprotéines membranaires. 

Notre travail entre dans le cadre de l'utilisation de la 

spectrométrie de masse comme moyen d'étude de la structure de la 

glycoprotéine. Le mémoire comprend trois parties t 

- la première partie présente la spectrométrie de masse : 
'nous décrivons les différents spectromètres de masse utilisés, l'ana- 

lyse classique d'un composé ainsi que quelques techniques particulières. 

- la seconde partie relate les différents résultats de la 
spectrométrie de masse des sucres. Ils ont surtout é t é  établis B partir 

de l'ionisation par impact électronique ; quelques premiers résultats 

intéressants ont également été obtenus après ionisation chimique. 

- la troisième partie concerne les travaux effectués eu 
laboratoire. Elle rassemble les résultats de l'impact électronique 

et de l'ionisation chimique par l'isobutane des oligosaccharides 

obtenus par acétolyse du glycopeptide P de l~ovomucoïde ; ces données 

ont servi à la détermination de la structure du glycopeptide GP V-5 

isolé par K. SCHMID de la glycoprotéine acide du sérum humain et 

dont les produits d'acétolyse ont été analysés en mglange par couplage 

chromatographie en phase gazeuse-spectrométrie de masse. 

Ce travail a été présenté sous,forme d'affiches lors de 

réunions scientifiques t 
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GENERALITES 



1 - LA SPECTROMETRIE DE MASSE 

1. La spectrométrie de masse a surtout été utilisée dans ses 

débuts pour suivre les composés biologiques dans les organismes. 

Lt6tude était réalisée simplement 2i l'aide des isotopes car on sup- 

posait alors que les constituants principaux des organismes étaient 
1 ' métaboliquement inertes. Le deutérium a été l'un des premiers traceurs 
I 1 

utilisés peu de temps avant l'azote "N, le carbone I 3 c  et l'oxygène 
I 

"O lorsque leur préparation devint plus facile. La spectrométrie de 

masse était une technique qui, à cette époque, répondait le mieux 

1 aux problemes de sensibilité que posait la faible quantité d'isotopes 
l 

utilisable. 

A cause de sa grande variation de concentration dans la 
1 

nature, ltl*O fut davantage employé pour élucider les mécanismes des 
I 

réactions biologiques impliqués par exemple dans la photosynthèse ( 0 4  ) 1 
ou la phosphorylation oxydative ('43 1 .  Ces travaux ont orienté 

progressivement la spectrométrie de masse vers les études de structure 1 
des composés : ils ont concerné d'abord les lipides (91 , 9 2  ) puis : 
les acides aminés ( 4 ) .  Llanalyse des sucres fut entreprise peu 

après. 

Avec les années, les spectromètreb ont évolué et ont vu leur 

performance s'améliorer de manière très sensible qui a permis d'ap- 

préhendre avec précision les mécanismes de fragmentation des composés. 

L'arrivée de l'informatique, partie intégrante des spectromètres 

actuels, a optimisé davantage encore les possibités des appareils. 

1 Les spectromètres de masse actuellement utilisés sont 

décrits brièvement dans un premier paragraphe qui permet d'aborder 

leurs intéréts et performances. Dans un second paragraphe, nous 



décrivons les differentes étapes d'une analyse en spectrométrie de 

I masse et présentons quelques techniques particulières utiles à la , 
1 

solution de problèmes qui ne nécessitent pas l'analyse classique. 

~ A - DESCRIPTION D E S  DIFFERE5J8$?St?EICTROMETRES D E  MASSE 

.On distingue deux séries de spectrombtres de masse : les I l 

l 
spectromètres conventionnels et les spectromètres à double focalisation 1 

I 1 - Les spectromètres de masse conventionnels 1 
1 

a )  le spectromètre de masse magnétique 1 ................................... 
Cet appreil utilise un champ magnétique pour séparer les 

I 
1 ions formés apriSs impact électronique(voir principe figure 1 1. 
i 

Avant d'arriver dans le champ magnétique, les ions sont I 
l 

-focalisés,puis sont accélérés à l'aide d'un champ électrique de l'ordre 1 
I 

l'ordre de 3 à4 kV (kilovolts). Sous l'influence du champ magnétique, l 

l'énergie cinétique acquise par les ions se traduit en un rayon de l 
' l 

1 courbure qui est fonction de la masse m et de la charge q de l'ion. 1 

l Un ion peut &tre ainsi caractérisé par le rapport de sa masse sur sa 

charge. : 

H représente la force du champ magnétique, V le potentiel électrique i 
I et R le rayon de courbure de la trajectoire de l'ion. cour une valeur 

donnée des champs électrique et magnétique, quelques ions seulement 

sont détectés ; le spectre de masse est obtenu en faisant varier soit 

le potentiel électrique, soit la force magnétique. Le système de 
I 

1 balayage peut enregistrer un spectre de masse dont les masses sont 1 
l 
i 

comprises entre 15 et 1000 en quelques secondes. Le pouvoir de 

m résolution - ( m est la masse du fragment et Am le différence de 
Am 

masse pouvant @tre discriminéé ) est voisin de 1000 



Faisceau 

I Les ions positifs, de masse m et de charge q, accélérés entre Pl et 

P2 par le champ électrique V pénètrent dans le champ magnétique H 

I avec une certaine énergie cinétique : 

Chaque ion a donc une vitesse propre. 

1 Dans le champ magnétique, les trajectoires sont des demi-cercles 

l 
I dont le rayon R résulte de l'égalité des forces centripètes (HqV)  

1 2  et centrifuges ( -- mv ) 
i a 

2 mv mv HqV = - , dlo; : . R  = - 
R qH 

m Chaque ion décrit un demi-cercle de rayon différent.- peut alors 
9 

&tre exprimé par la relation : 

FIGURE 1 

Principe de la séparation des ions dans un spectromètre de masse 

magnétique. 



b) le spectrombtre de masse quadrupole ................................... 
C'est la combinaison d'un champ électrique continu et d'un 

champ électrique alfernatif de haute fréquence qui effectue la 

séparation des ions. Ces champs sont appliqués à quatre barreaux 

~ é t a l l i q u e s  dont l'arrangement spatial est illustré dans la 

figure 2 page 9 -; les barreaux sont connectés deux à deux, 

diagonalement par rapport à l'axe longitudinal du quadrupole, à 

des générateurs à potentiel variable et à haute fréquence (mégahertz). 1 

. Cette disposition permet de focaliser les ions dans la région 

centrale du quadrùpole en appliquant aux deux paires de barreaux 1 
des courants alternatifs en oppbsition de phase ; les ions n'atteignent 

le détecteur que pour un rapport tension alternative/tension continue 

. donné. Le spectre de masse complet s'obtient par augmentation 

l progressive du potentiel tout en gardant l e  rapport tension 

'alternative/tension continue constant. 

Le balayage du collecteur est assuré par un détecteur 

électrique ; la vitesse de lecture est très rapide, le spectre de l 
masse pouvant être balayé en quelques millisecondes. Cette rapidité 

de lecture permet de suivre le spectre de' masse sur un oscilloscope. 

Cet appareil convient à l'analyse des composés par couplage chromate- 1 
I 

tographie en phase gazeuse spectrométrie câr il est peu sensible 

aux hautes pressions ; la limite de pression est fixée par l e  

libre parcours moyen des molécules qui doit être au moins égal à 

la longueur du quadrupole afin que la mesure du spectre ne perde 1 
pas en sensibilité. L'inconvénient majeur de cet appareil est sa 

faible résolution (m: 1000 à 2500) ; celle-ci est 'fonction de 
Am 
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Schéma d'un spectromètre de masse quadrupole. 



l a  v a l e u r  du  r a p p o r t  d e s  t e n s i o n s  c o n t i n u e s  e t  a l t e r n a t i v e s .  De 

t r è s  b o n n e s  a n a l y s e s  p e u v e n t  e t r e  o b t e n u e s  j u s q u l a u x  m a s s e s  d e  

c )  l e  s p e c t r o m è t r e  d e  m a s s e  monopo le  ................................. 
I l  u t i l i s e  l e s  memes a r t i f i c e s  q u e  l e  s p e c t r o m è t r e  q u a d r i -  

p o l a i r e  ( c o u r a n t s  c o n t i n u s -  e t  a l - t e r n a t i f s )  m a i s  il n e  p o s s è d e  q u e  

d e u x  b a r r e a u x .  Cet a p p a r e i l  r e l a t i v e m e n t  r é c e n t  e s t  tr&s p e u  

u t i l l s é  e n c o r e ,  no tamment  d a n s  l ' a n a l y s e  d e s - c o m p o s é s  d e  h a u t  p o i d s  

m o l é c u l a i r e .  

d )  l e  s p e c t r o m è t r e  d e  m a s s e  " t i m e - o f - f l i g h t "  ----------------------------------------- 
C e  s p e c t r o m è t r e  se  sert d e  l a  d i f f é r e n c e  d e  v i t e s s e  d e s  

i o n s  p o u r  l e s  s é p a r e r .  A p r è s  un bombardement  é l e c t r o n i q u e ,  l e s  

i o n s  f o r m é s  s o n t  a c c é l é r é s  g r % c e  à un champ é l e c t r i q u e  a v a n t  d e  

t r a v e r s e r  u n e  e n c e i n t e  l i b r e  d e  t o u t  champ é l e c t r i q u e  o u  m a g n é t i q u e  ; 

à l ' a r r i v é e  a u  d é t e c t e u r ,  l e s  i o n s  se  t r o u v e n t  d i s c r i m i n é s  s e l o n  1 

l e u r  m a s s e ,  l e s  p l u s  l é g e r s  é t a n t  l e s  p r e m i e r s  à a t t e i n d r e  l e  

d é t e c t e u r .  Ce t te  t e c h n i q u e  n ' e s t  v a l a b l e  q u e  s i  l e  bombardement  

é l e c t r o n i q u e  e s t  t r è s  c o u r t  ( e n v i r o n  1 , 5  m i l l i s e c o n d e 4 ,  ce q u i  I 
I 

p e r m e t  d e  g é n è r e r  un f a i s c e a u  d ' i o n s  d i s c r e t .  1 
La l e c t u r e  du c o l l e c t e u r  d ' i o n s  e s t  a s s u r é e  p a r  un a m p l i f i -  

c a t e u r  d ' é l e c t r o n s .  La v i t e s s e  r a p i d e  d u  b a l a y a g e  ( 1 0 0  m i l l i s e c o n d e s !  
l 
l 

l e  r e n d  i n t é r e s s a n t  p o u r  l ' é t u d e  d e  r é a c t i o n s  très r a p i d e s .  L e  1 

s p e c t r e  d e  m a s s e ,  q u i  e s t  un p r o f i l  d e  p l u s i e u r s  c o u r a n t s  i o n i q u e s  I 

dans l e  t e m p s ,  p e u t  É t r e  v i s u a l i s é  é g a l e m e n t  s u r  un o s c i l l o s c o p e .  

C e p e n d a n t  c e t  a p p a r e i l  e s t  tr&s p e u  p e r f o r m a n t ,  l a  d i s c r i m i n a t i o n  

d e  masse n ' é t a n t  e f f i c a c e  j u s q u ' a u x  i o n s  d e  m a s s e  m/e 300. 



2 - les spectromètres de masse à double focalisation 

La mesure de la masse exacte des-ions exige une focalisation 1 

l 

fine d'un faisceau d'ions de même énergie. En pratique, les ions 

ont au départ une énergie cinétique différente, une direction qui 
I 

l'est aussi pour diverses raisons comme les forces de répulsion 
1 

~ 
entre charges. Pour obtenir une bonne f~calisation~il faut alors 

compenser ces différences d'énergie et de direction, ce qui est 

réalisé par une double focalisation : l'une corrige la trajectoire 1 

des ions par l'intermédiaire d'un champ électrique, radial avant 

leur arrivée au niveau du champ magnétique ; l'autre supprime la 
1 

1 

différence d'énergie cinétique à l'aide d'un champ magnétique qui 
l 
l - 

regroupe les ions de meme masse(voir principe-page 12 figure 3X 1 l 
1 

Cette technique de double focalisation améliore considérablement/ 
1 

le pouvoir de résolution de l'appareil. 

a) le seectromètre de masse à g é o m é t r i e  MATTAUCH-HERZOG ---- ...................... ------------------------ 
La double focalisation est réalisée simultanément avec ce 

1 spectromètre de masse à géométrie MATTAUCHrHERZOG. Le courant d'ions 
I 

y est enregistré en continu sur une plaque photosensible située au 

niveau du plan de focalisation. Ce type de détection convient à l 
l'analyse par couplage chromatographie en phase gazeuse-spectrométrie 

de masse : il intègre en effet la totalité des courants ioniques 

produits durant toute la chromatographie. L'appareil peut également * I  
I etre 6quipé d'un système de détection électrique. 

b) le spectromètre de masse à géométrie NIER-JOPJHSCIN ........................... -------------------I_ 

l Cet appareil est conçu de façon à corriger d'abord la i 
trajectoire des ions pas un champ électrique radial puis à annuler 



A l'issue de la d'accélération,. les ions de méme masse rn et 
I .. 
de méme charge q n'ont pas tous la même énergie cinétique. Pour 

compenser cette différence, ils traversent d'abord un champ électri 

trique E à l'extrémité duquel ils ont subi une déviation de la 

forme : 

b =  Cl o x  1 - 2  ' Cl = constante de l'appareil 
m v 

' Les molécules les plus lentes sont les plus déviées. 

Les ions pénètrent ensuite dans un champ magnétique H ou ils subissent: l 

une nouvelle déviation : 

9 1 q =  c2 - x -  9 C2 E constante de l'appareil 
m .  v 

A nouveau, les ions sont d'autant plus déviés qu'ils sont lents. 

Les déviations subies.sont ainsi.compensées ; les particules de meme 

mais de vitesses légèrement différentes sont focalisées en une raie 
m 
F4,  image de F2, sur la plaque photo P. 

F I G U R E  3 

Principe de la double focalisation. 

Les trajectoires 1 et 2 sont celes de deux faisceaux d'ions de meme 

masse m et de même charge q qui ont une énergie cinétique différente. 

La trajectoire 2 est clle du faisceau d'ions le plus lent. 



ensuite la différence d'énergie des mêmes ions par un champ 

magnétique également radial. A la sortie de ce champ,se trouve le 

détecteur. Le spectre de masse complet est obtenu en faisant varier 

la force du champ magnétiïque. Cet appareil possède le plus haut 

pouvoir de résolution car il corrige l'image finale de l'ion mais 

.àpcause de problèmes techniques liés aux limites des systèmes 

d'amplification actuels, le pouvoir ne peut être supérieur à 10 000. 

c) le spectromètre de masse à double faisceau .......................................... 
Ce sont deux spectromètres réunis en un. Si les sources 

ioniques, les amplifications et les détecteurs sont doubles, les 

*deux spectromètresw utilisent les mêmes champs électrique et 

magnétique qui réalisent la double focalisation simultanée des 

deux faisceaux d'ions. L'intérêt de cet appareil est l'analyse 

possible de deux produits différents dont l'un est généralement 

un produit connu qui permet la calibration de l'appareil et par là 

son utilisation optimale : le produit analysé est directement 

i transmis en unités de masse, le spectre de masse du produit connu 

! apparaissant skraultanément sur un autre enregistreur à défdection 

opposée. Le spectromètre à double faisceau est ainsi le seul appareil 

de spectrométrie de masse à pouvoir utiliser un marqueur de masse 
8 

chimique contrairement aux autres spectromètres où le marqueur 

de masse est obtenu gr%ce à une cellule de HALL qui produit un 

courant proportionnel à la force du champ magnétique. 

Les performances des différents spectrombtres de masse.-sont 

fort différentes. Les spectromètres à double focalisation encore 

appelés spectromètres de masse à haute résolution ( R > 2 5 0 0 )  sont 



surOout utilisés pour obtenir des spectres de masse précis à partir 

desquels il sera possible de définir des fragmentations caracté- 

ristiques du produit analysé. Les spectrom5tres conventionnels, 

de faible résolution (R = 1000 à 2500) sont plut8t employés pour 

des analyses de routinemenéesà bien grdce aux voies de fragmentation 

qui auront été établies avec les spectromktres de haute résolution. 

B - ANALYSE D'UN COMPOSE PAR SPECTROMETRIE DE MASSE 

Cinq étapes sont nécessaires pour obtenir le spectre de masse , 
d'un composé : 

- son introduction 
- son ionisation 
- la discrimination des ions formés 
- la détection de ces ions 
- le traitement des résultats de l'analyse. 

I L  Introduction de l'échantillon 

Les échantillons introduits doivent être volatiles, c'est-à- % 

dire avoir une pression de vapéur au moins égale à IO-' mm de mercure 
I 

à une température de 150 à 200° C, température O à laquelle est portée 

la chambre de réception de l'échantillon. Cette condition oblige 
l 

llanalyse de certains composés sous forme dérivée. C'est le cas 

notamment des sucres. La chambre de réception a un orifice tourné 

vers la source-'d'électrons ; comme sa pression est légèrement 

supérieure à celle de la chambre d'ionisation, l'échantillon "vaporisén 

diffuse par l'orifice ; une très faible partie de l'échantillon, 

un centième, arrive à l'électrode d'ionisation, sous la forme d'un 



faisceau. 

L'introduction peut se faire directement ou indirectement. 

L'introduction directe se fait à l'aide d'une "sonde*' : une faible 

quantité de produit (environ Img) est introduit dans un fin capillaire 

de verre que l'on insère à l'extrémité de la sonde ; cette dernière, 

placée dans le spectromètre fait face à la chambre d'ionisation et 

place l'échantillon près de l'électrode d'ionisation. L'introduction 

indirecte est réalisée par couplage chromatographie en phase gazeuse- 

spectrométrie de masse qui permet l'analyse d'un mélange dont les 

composés sont séparés après leur passage sur la colonne de chroma- 

tographie ; cette technique est en meme temps une étape de 

. .  . .  . purification. L'utilisation du couplage rencontre certaines .. 

difficultés, comme la différence de pression entre les deux appareils 
1 

1 
( 1 ,  atm. pour la chromatographie en phase gazeuse et IO-' atm. pour 

la spectrométrie de masse), de mBme que le gaz vecteur qui balaye la 

colonne de-chromatographie et dilue fortement 1'6chantillon. A cet 

effet, plusieurs types de séparateurs sont utilisés (tube-fritté, 

orifice "jetn, membrane de silicone). 

Un autre problème important se pose lors de ce couplage : la 

prise convenable du pic chroomatographique du composé. L'abondance 

des fragments est en effet dépendante de la pression de l'Échantillon. 

Or celle-ci varie pendant le temps d'élution du composé.Ce problème 

peut @tre résolu en utilisant un balayage rapide qui permet d'obtenir 

un~spectre de masse qui corresponde au sommet du pic chromatographique. 



1 6  

2 - Ionisation de l'échantillon 
Plusieurs types d'ionisations sont utilisés ; ils sont i 

souvent complémentaires les uns:des autres : I 

- ionisation par impact électronique 
- ionisation chimique 
- ionisation de champ 
- désorption de champ. 1 

a )  ionisation pax impact électronique .................................. 1 

Les molécules qui diffusent par le petit orifice de la 

chambre de vaporisation se heurtent à un faisceau perpendiculaire 

d161ectrons émis par une électrode chauffée (fil de rhénium très l 
l 
1 

fin) et attirés par une cathode placée face à l'électrode émettrice. 1 
L'énergie des électrons peut Btre ajustée entre IO et 100 V, zone I 

l 

d'énergie qui permet le contrale des processus d'ionisation et de 

fragmentation. La plupart des molécules organiques ont un potentiel 

d'ionisation voisin de IO eV (électron-volts) ; un accroissement 

d18nergie de 5 à 10 eV provoque la fragmentation de la moléctlle, 

fragmentation qui peut Btre amplifiée proportionnellement avec 

l'accroissement d'énergie des électrons jusqulà atteindre un plateau 
# 

70 eV. 

La production d'ions par impact électronique peut se simpli- 

fier ainsi : 
+ ( a )  ABC + e -ABC + 2e 

(b) ABC + -AB+ + c + 2. 

(cl ABC + e - A C +  + B + 2e 
La réaction d'ionisation (a) se produit quand l'énergie des électrons 



I 
atteint le potentiel d'ionisation de la molécule ; ( b )  et (c) sont I 

i 
1 deux possibilités de fragmentation qui sont provoquées quand l'énergie 1 

des électrons est élevée : (b) est une simple cassure de la molécule, 1 
(cl implique un réarrangement des fragments de la molécule après 

l 

l 
1 

Il a été démontré expérimentalement que le pourcentage d'ions 1 
l 

positifs est environ 1000 fois supérieur à celui des ions négatifs, 1 

ce qui explique pourquoi ne sont considérés dans ia plupart des i 
I 
l 

l spectres analysés jusqu'alors que les ions positifs. 
1 

1 L'ionisation d'une molécule se produit9très rapidement : 
I 

l 

l'expulsion de l'électron a lieu dans un tcmps voisin de 10 -1 5 

secondes. Elle demande peu d'énergie ( 10  volts). Dans la pratique, 

un excès d'énergie est reçu de manière assez inégale l'énergie 

utilisée étant de 70 volts. L'énergie reçue peut 6tre suffisante 1 
l 

pour provoquer une fragmentation immédiate dans la chambre d'ionisation, 

Elle est parfois trop faible : elle se répartit alors sur la molécule l 
- sous forme d'énergie de vibration qui peut entra4ner une dgcomposition 

retardée ICIB5 B Iom7 seconde dans le tube analyseur. Les ions qui se 

décomposent ainsi sont communément appelss ions métastables ; ils 

donnent naissance B un pic diffus, de faible intensité sur la spectre 1 . 
de masse. La forme du pic s'explique par une libération faible mais 

variable d'énergie consécutive à la fragmentation. 

Si l'ion métastable de masse ml donne l'ion de masse m2, la 

3ie masse de ce dernier se trouvera centrée sur une masse m de l'échelle 

f de masse ; la valeur de m peut être calculée comme suit : 



où T est l'énergie moyenne libérée, V. la tension d'accélération et 

m - m2 . Les transitions se faisant avec une faible le rapport -1- 
m2 e 

libération d'énergie, le terme de la'parenthèse une valeur proche , 

l 
de l'unité et conduit à l'approximation suivante 

I 

Pour confirmer une transition ml -m2, la masse m* calculée est 

comparée avec la masse mi mesurée au sommet du pic métastable : si 1 

les deux masses ont des valeurs très vaisines, la fragmentation 

ml-m est confirmée. 2 

1 
b) ionisation chimique ------------------- l 

Son principe est de provoquer une réaction entre les molécules 

de l'échantillon avec une série connue et contr8lée d''ions: .- .. . 

réactantsfl. Ces ions sont B l'ionisation chimique ce que sont les 

électrons à l'ionisation par impact électronique ; ils proviennent 

des molécules d'un gaz qui subissent également une ionisation. 

.Cette technique tire son origine d.*études longues et poussées 

sur les réactions entre ions et molécules en phase gazéuse. Ces 

réactions sont extrêmement rapides, comparées à celles qui se 

produisent entre moléçules non chargées. Une collision entre une 

molécule ABC et son ion moléculaire ABC' dans un spectromètre de 
6 

masse peut s'inscrire ainsi : 

Le produit de la réaction a une masse plus élevée que celle de la 

molécule initiale, ce qui est facilement observé en spectrométrie 

de masse. La réaction ion-molécule est une réaction bimol6culaire, 

ce qui la rend très dépendante de la quantité d%échentillon 

introduite (appelée ici pression d'échantillon) et du potentiel de 



l'électrode d'ionisation qui agit sur le temps de séjour de l'ion 

au niveau de la chambre d'ionisation. 

Le-méthane a été une des molécules les plus étudiées. Différents 

spectres de masse du méthane ont été établis dans des conditions 

de pression d'échantillon différentes. Un spectre de masse a été 

obtenu dans des conditions de pression voisines de celle de l1ionisz- 

tion par impact électronique ( 1 0 " ~  torr)%. Il adonné le résultat 

suivant : 46% du courant ionique total est constitué par l'ion 

+ moléculaire  CH^', 39% par l'ion  CH^+ et 7% par l'ion CHî  . Quand la 
pression augmente, les ions primaires cités réagissent avec les 

molécules neutres de méthane et conduisent à des ions secondaires 

dont les plus abondants sont les suivants : 

A une pression de méthane égale à 1 torr, 95% des ions sont 

+ + + constitués par les ions CH (4851, C i H 5  (41%) et C3H5 (6%). 
5 

Ces observations ont conduit naturellement à llionisation chimique 

dlune molécule par des ions issus d'une autre tiolécule, simple, et 

dont on peut contrbler l'abondance en utilisant des-conditions 

* 1 torr = pression égale à un millimètre de mercure à O ° C .  



d'analyses précises. En pratique,llionisation chimique se réalise à 

des pressions d'échantillon élevées voisines de 1 torr. En outre, l a  

concentration du composé analysé ne doit pas dépasser 0,1% d e  celle 

du gaz réactant afin d'éviter que des réactions se produisent entre 

ions et molécules neutres du composé. 
- 

Les évènements qui surviennent dans la chambre d'ionisation 

peuvent donc se décomposer comme suit : 

- ionisation par impact électronique du gaz réactant 
I - réaction ion-molécule entre ions et molécules neutres 

du gaz qui fournit les "ions réactants" 

- réaction ion-molécule entre "ions réactantsw et molécules 

du composé. 

Ces différentes étapes se produisent simultanément et en continu dans 

~ la chambre dlionisation. 

l Les premiers spectres de masse par ionisation chimique sont 

obtenus avec le méthane utilisé comme gaz iûnisant. En ionisation 

4- chPrnique les "ions réactantsu issus du méthane sont surtout CH5 et 

t. 
C2H5 : ils ont des propriétés acides prononcées et vont donc réagir 

comme des acides, soit par transfert de protons, soit par captation 

d'ions hydrides. Les réactions sont formulées ci-dessous : 
* 

BH étant la molécule de composé. Les nouveaux ions formés peuvent 



e n s u i t e  s e  f r a g m e n t e r  ( s i  l e u r  é n e r g i e  i n t e r n e  e s t  s u f f i s a m m e n t  

é l e v é e )  comme s u i t  : 

l 

A; e t  A;+ s o n t  l e s  n o u v e a u x  f r a g m e n t s  p o s s i b l e s  ; Ci e t  C i  1 
1 

r e p r é s e n t e n t  l e s  f r a g m e n t s  n e u t r e s  c o r r e s p o n d a n t s .  L e s  i o n s  c i t é s  

j u s q u ' i c i  s o n t  c e u x  q u i  f i g u r e n t  f i n a l e m e n t  s u r  l e  s p e c t r e  d e  m a s s e .  

I 

Le m é t h a n e  n ' e s t  p a s  l e  s e u l  g a z  i o n i s a n t  u t i l i s é  d e  n o s  1 
l 

j o u r s .  L t i s o b u t a n e  e s t  é g a l e m e n t  un g a z  t r è s  u t i l i s é  : B u n e  p r e s s i o n  1 
1 

d e  l ' o r d r e  d e  0 , 4  à 1 , 3  t o r r ,  l e s  i o n s  r é a c t a n t s  s o n t  s u r t o u t  l e s  

+ i o n s  t - C 4 H g  q u i , c o m p t e n t  p o u r  90% du  c o u r a n t  i o n i q u e  t o t a l .  I l s  

r e a g i s g e n t  comme d e s  a c i d e s  f a i b l e s , c e  q u i  e n t r a l n é  l ' o b t e n t i o n  

d ' u n  s p e c t r e  d e  h a s s e  p l u s  s i m p l e  e n c o r e  q"e c e u x  o b t e n u s  a v e c  l e  

m é t h a n e .  En o u t r e ,  il a r r i v e  q u e  l e s  i o n s  r é a c t a n t s  d e  l ' i s o b u t a n e  

f o r m e n t  un c o m p l e x e  s t a b l e  a v e c  d e s  c o m p o s é s  r i c h e s  e n  é l e c t r o n s  

q u i  f o n t  a p p a r a f t r e  d e s  p i c s  d e  m a s s e  p l u s  é l e v é e  q u e  c e l l e  d e  l a  
I 

m o l é c u l e  d e  d é p a r t .  D ' a u t r e s  g a z  s o n t  é g a l e m e n t  u t i l i s é s , c o m m e  

l ' h y d r o g è n e ,  l e  p . ropane,  l ' a m m o n i a c i  l ' e a u ,  l e  m é t h a n o l ,  l ' a z o t e  

e t  l e s  g a z  r a r e s .  L ' e a u  e t  l e  m é t h a n o l  d o n n e n t  e x c l u s i v e m e n t  d e s  

i o n s  p r o t o n é s  p o l y m é r i s é s ,  l a  p o l y m E r i s a t i o n  é t a n t . f o n c t i o n  d e  l a  

p r e s s i o n  du g a z  r é a c t a n t  ; ces  i o n s  f o r m e n t  d e s  c o m p l e x e s  a v e c  

l e s  c o m p o s é s .  L e s  g a z  r a r e s , p a r  c o n t r e ,  e x t r a i e n t  un  é l e c t r o n  du  



composé : 

~ e "  -1- BH - - BH+* + ~e 

Comme on peut le voir, leur effet ionlsant les fait distinguer 

nettement des autres gaz et les rapproche des Electrons qui 
- .  

arrachent également un électron à la molécule. Cela annule par 

la même occasion l'avantage principal de l'ionisation chimique : 

en effet, celle-ci tire son intérét du fait que le nombre d'ions 

primaires issus de la réaction avec les ions réactants du gaz est 

plus limité et donne par voie de conséquence des spectres de masse 

beaucoup plus simples que ceux obtenus par l'ionisation par impact 

éle~tronique~laquelle génere au départ un nombre d'ions différents 

très élevé. 

c )  ionisation de champ ------------------- 
Ce type d'ionisation est s~uvent utilisé comme complément 

d'information à l'ionisation par impact électronique. A l'aide 

7 d'un champ électrique, de l'ordre de 5 , j Q  volts/cm, il est 

possible dlioniser.:la molécule étudiée en lui conférant un 

supplément d'énergie interne plus faible que lors de l'impact 

électronique. C'est une ionisation douce. Elle se produit à la fois 

sur 1a:surface et au voisinage de l'émetteur de champ électrique. 
I 

Cette technique est une e-xtankion des études de détection 

des réactions chimiques qui ont lieu à la surface des solides, 

elors que l'ionisation par impact électronique sa passe en milieu 

gazeux. L'ionisation de champ se différencie encore de l'impact 

électronique par le fait que la probabilité d'ionisation d'une 

molécule augmente avec l'intensité du champ électrique : 



1 représente le courant ionique et F la force du champ électrique. 

Cette ionisation de nature électrodynamique peut s'expliquer par 

les lois de la mécanique quantique,lesquelles definissent une 

distance minimale par rapport à l'émetteur de champ où l'ionisation 

peut se produire. Cette distance est fonction à la fois du champ 

électrique et du potentiel d'ionisation de la molécule. Toutefois 

une molécule peut s'ioniser tout en étant adsorbée B l'émetteur 

de champ, à condition d'appliquer des champs plus élevés ( 5 x 1 0  
8 

volts/cm) : une telle ionisation est communément appelée ndt5sorption 

de champ". 

t'ionisation de champ se traduit également par l'apparition 

d'un courant ionique dont l'intensité dépend de l'appaxt des 

molécules neutres au niveau de l'émetteur, apport qui a deux origines : 

- celle de la phase gaz 
- celle de la diffusion de surface des molécules absorbées 

sur l'émetteur. 

Le premier apport est défini par la relation : 

n* est le nombre de particules de la phase gaz arrivant à proximité 
O 

3 - de l'émetteur, n le nombre de particules 'par cm , c la vitesse 
moyenne de celles-ci et O la surface de l'émetteur. Il semble que 

l'apport est aussi fonction de la force du champ électrique, les 

molécules étant attirées dans les zones de champ élevées qui ont 

pour effet d'augmenter leur polarisation (polarisation induite ou 

permanente). Un facteur de multiplication Q peut Btre formulé : 



' + Y(F) 
4 3 

oc 2 avec VI,, = - F  + wF 
3kT 

k est la constante de BOLTZMANN, T la température absolue, V ( F )  

l'énergie de polarisation, CA la polarisabilité et le moment P 
dipolaire moyen de la molécule. Ain~i~lorsque la force de champ 

électrique est suffisamment élevée, toute molécule dans le proche 

voisinage de l'émetteur de champ s'ionise pour donner un caurant 

ionique dont l'intensité est donnée dans l'équation suivante : 

1 e n A r  

Le deuxième apport provient de la diffusion des molécules adsorbées 

sur l'émetteur vers le centre de celui-ci. Ce phénomène est difficile 

ZI définir mathématiquement ; il serait cependant fonction de 

l'énergie d'adsorption des molécules. 

Plusieurs types d'émetteurs de champ sont utilisés : ce sont 

principalement des électrodes courbes, m&me sphériques, la force du 

champ-étant inversement proportionnelle au rayon de courbure, Trois 

types d'émetteur sont généralement utilisés : sphères, fils et lames, 

petits ou fins et de nature métallique. Les plus hauts champs sont 

'obtenus avec les sphères qui ont été employées aux débuts de 

l'ionisation de champ. En raison de leur faible surface et de leur 

forme, Le courant ionique produit est faible et très variable, 

inconv6nients que ne connaissent pas les fils et les lames au profit 

desquels elles ont 6té abandonnées pour aborder l'analyse qualitative 

et quantitative des composés organiques. Les fils métalliques 

compensent leur grand rayon de courbure -la tension électrique 

incurve le fil- par l'apparition de microaiguilles à leur surface, 

la multiplicité de ces dernières permettant d'obtenir un courant l 



i o n i q u e  j u s q u ' à  c e n t  f o i s  s u p é r i e u r  e n  i n t e n s i t é  à c e l u i  o b t e n u  a v e c  

l e s  s p h è r e s  ( I O - ~ A ) .  Ces m i c r o a i g u i l l e s  s o n t  a u t a n t  d e  m i n i - c h a m p s  

l o c a u x  d ' i n t e n s i t é  é l e v é e .  Gr%ce à d e s  o b s e r v a t i o n s  a u  m i c r o s c o p e  

é l e c t r o n i q u e ,  il a é t é  p e r m i s  d e  c o n t r b l e r  l a  f o r m a t i o n  d e s  m i c r o -  

a i g u i l l e s  q u i  e s t , n o n  s e u l e m e n t  f o n c t i o n  d e  l a  n a t u r e  d u  m é t a 1 , m a i s  

é g a l e m e n t  d e  l a  n a t u r e  d e  c e r t a i n s  c o m p o s é s  o r g a n i q u e s .  A c t u e l l e m e n t ,  

a v a n t  t o u t e  o p é r a t i o n  d ' i o n i s a t i o n  d e  champ ,  l e s  f i ls  s o n t  p r é t r a i t é s  

a v e c  un  s o l v a n t  q u i  p e r m e t  d ' o b t e n i r  l e  maximum d e  m i c r o a i g u i l l e s  

a i n s i  q u ' u n  d é v e l o p p e m e n t  i m p o r t a n t  d e  ce l l es -c i  : l e  b e n z o n i t r i l e  

e t  s u r t o u t  l ' a c é t o n e  s o n t  l e s  m e i l l e u r s  s o l v a n t s  d e  c e t t e  p h a s e  

d ' a c t i v a t i o n .  Comme l e s  s p h è r e s ,  d e s  m é t a u x  d e  t e n s i o n  d e  r u p t u r e  

é l e v é e  c o m p o s e n t  l e s  f i l s  t l e s  p l u s  c o u r a n t s  s o n t  l e  p l a t i n e  ( f i l  

d e  3 1 , m i c r o n s  d e  d i a m è t r e )  e t  l e  t u n g s t è n e  ( f i l  d e  1 0  m i c r o n s  d e  

d i a m è t r e ) .  Q u a n t  a u x  l a m e s ,  é g a l e m e n t  c o m p o s é e s  d e  p l a t i n e  o u  d e  

t u n g s t è n e ,  l e u r  a v a n t a g e  r é s i d e  d a n s  u n e  c a u s e  d e  r u p t u r e  b e a u c o u p  

m o i n s  p r o b a b l e  q u ' a v e c  l e s e f i l s .  P a r  c o n t r e ,  l a  f o r c e  d u  c h a m p  c r é é e  

e s t  m o i n s  i m p o r t a n t e  q u e  c e l l e  o b t e n u e  a v e c  l e s  f i ls ,  d e  m ê r n e  q u e  l e  

c o u r a n t  i o n i q u e  f i n a l  q u i  e s t  j u s q u ' à  c e n t  i n f é r i e u r .  

A t i t r e  d e  c o m p a r a i s o n ,  l ' i n t e n s i t é  d u  c o u r a n t  i o n i q u e  o b t e n u  

a v e c  l e s  f i l s  m é t a l l i q u e s  ( I O - ~ A )  e s t  b e a b c o u p  p l u s  é l e v é e  q u e  c e l l e  

p r o d u i t e  p a r  b o m b a r d e m e n t  é l e c t r o n i q u e .  C o p e n d a n t , l a  c o l l e c t e  des 

i o n s  e s t  m o i n s  e f f i c a c e  q u e  l o r s  d u  b o m b a r d e m e n t  é l e c t r o n i q u e  e n  ce 

s e n s  q u e  l e s  i o n s  i s s u s  d e  l a  p r e m i è r e  i o n i s a t i o n  s o n t  f o c a l i s é s  

a l o r s  q u ' i l s  n e  l e  s o n t  p a s  l o r s  d e  l ' i o n i s a t i o n  d e  champ.  M a l g r é  

c e l a ,  l e  c o u r a n t  i o n i q u e  r e s t e  s u p é r i e u r  ( 1 0  f o i s )  à c e l u i  d e  

l ' i m p a c t  é l e c t r o n i q u e .  La  r é s o l u t i o n  d é p e n d  i c i  d u  p o t e n t i e l  a p p l i q u e  



entre les électrodes d'ionisation ; cette dépendance s'explique 

en partie par le fait qu'une chute de potentiel se produit tout au 

long des microaiguilles. Ce problème est partiellement résolu en 
I I 

utilisant le plus haute tension possible entre les électrodes. Il 
l 

i 
existe des spectromètres de masse équipés de deux sources d'ionisation I 

I 

(impact électronique et ionisation de champ) ; le changement i 
l 

l 
s'effectue simplement par déplacement' de deux sources face 3 la I 

chambre de réception et interruption du faisceau d'électrons quand 
I 

l'analyse se fait pax ionisation de champ. 
l 
i 

d) désorption de champ ------------------- 
1 C'est une technique dérivée de l'ionisation de champ. Comme 1 

il a &té précédemment décrit, l'ionisation de champ est la composition 1 
de deux ionisations, dont l'une sa produit au voisinage de l'émetteur, 

I l'autre à la surface de ce dernier, la,premièra étant largement i 
prédominante. La désorption de champ met davantage l'accent sur 1 
l'ionisation de surface qui se traduit par la désorption des molécules./ 

l 
I Pour .ce faire, l'introduction de l'échantillon se fait de manière 1 

1 
l 
l 

particulière : elle est effectuée par simple immersion de l'électrode ' 

l dans la solution à analyser. Après élimination du solvant sous 1 

1 

faible pression, l'électrode est chauffée' progressivement par le 

passage d'un courant de quelques milliampères dont on augmente 1 1 

l 

régulièrement l'intensité. Il est possible de cette façon, avant que i 
1 l'échantillon ne soit totalement "consommé", d'obtenir plusieurs 1 

spectres de masse différents et d'optimiser finalement l'analyse. La I 

désorption de champ bntéresse surtout la détermination de l'ion 

moléculaire. 
1 ~ 



Chaque ionisation a un intérét particulier. Le choc des molécules 

1 du composé analysé avec les électrons lors de l'impact ilectronique 

1 crée de nombreux ions différents, dont'.l'abondance et le nombre sont 

fonction de l'énergie des électrons. En donnant ainsi naissance à 

un nombre important de fragments, l'ionisation par.impact électronique' 

I est tres utile dans la détermination des voies da fragmentation qui 

conduisent à la structure des compos6's. L'ionisation chimique apporte 

les m@mes informations que l'ionisation précédente : elle fournit 

cependant des spectres de masse plus simples à cause d'une ionisation ' 

davantage contri3lée au départ ; ce contr8le est assuré par uns série 

d'ions réactants dont le nombre et la variété dépendent des conditions 

de pression appliquées lors de l'analyse ; elle offre en outre la I 

possibilité d'obtenir l'ion moléculaire. C'est la recherche de cet 

ion qui constitue le but essentiel de deux autres ionisations, 

l'ionisation de champ et la désorption de champ. 

3 - Discrimination des ions 
L'étape de la séparation des ions formés a été décrite lors 

de la revue des différents spectromètres de masse t elle peut gtre 

effectuée par un champ électrique (spectromètre quadrupole et 

monopole), par un champ magngtique (spectromètre magnétique 

conventionnel), à l'aide des deux champs (spectromètre à double 

focalisation) ou encore sans champ dans le cas du spectromètre 

A l'exception des spectromÈitxes qui utilise la discrimination 

électrique, les i ~ n s  sont préalablement accélérés au moyen d'un 1 
l 

champ électrique avant d'être séparés. 



4 - Détection des ions 
La détection des ions peut &tre électrique ou photographique. 

Les choix qui déterminent l'utilisation de l'une ou l'autre sont l 
1 

la précision, la sensibilité ou le temps de réponse de chacune en 1 
1 

l fonction de l'analyse entreprise. I 
a) la détection électrique 1 ....................... 

l 

Dans les détecteurs électriques courants, les ions positifs 

qui arrivent au collecteur sont neutralisés par des électrons 

l captés de la terre après passage dans une forte résistance. La 1 
l 
I 

différence de tension consécutive au niveau d e  la résistance 1 
1 

représente l'intensité du courant ionique qui est par la suite 1 
1 

amplifiée. Deux types de détecteursélectriques sont utilisés : 

la cage de Faraday et l'amplificateur d'électrons. 

&)la cage de Faraday 

La capture des ions peut se faire par une petite électrode 

située dans une cage de Faraday dont llouverture est orientée dans 

la'trajectoire des ions ; l'électrode est e n  outre inclinée de 

1 manière à ce qu'aucun ion, même réfléchi, ne puisse ressortir de 1 
la cage. La réponse est en conséquence, indépendante de l'énergie, 

de la masse et de la nature chimique de l'ion et fait de la cage 
I 

de Faraday un détecteur qui est peu sensible aux différences de 

masse. 

f3)11amplificateur d'électrons 

L'amplification se fait par émission secondaire d'électrons : 1 
les ions focalisés qui arrivent sur le ~ollecteur atteignent une 

I dynode de conversion laquelle transforme le courant ionique en :. 1 
.courant électrique équivalent. Les électrons émis par cette première 



dynode sont accélérés puis dirigés vers une autre dynode qui émet 

à son tour des électrons mais en nombre supÉrieur ; l'amplification 

est repétée plusieurs fois et il est relativement courant de voir 

des amplificateurs comprenant 10 à 20 dynodes : le gain final est 

important, de l'ordre de 10'. La réponse étant trOs rapide, ce type 

de détecteur est très interessant. Toutefois, lpamplification est 

fonction de la masse, de la charge et de La nature de l'ion : un 

nombre donné d'ions de masse m/e 500 ne donnera pas un signal 

électrique de sortie égal en intensité à celui produit par un m&me 

I nombre d'ions de masse m/e 50. E n  outre, ils sont sensibles aux 

variations de champ magnétique. 

Ces deux détecteurs électriques sont associés à un système 

d'enregistrement sur papier photosensible. Le papier est impressionné 

au moyen de faisceaux lumineux réfléchis par de minuscules miroirs 

qui sont fixés sur des galvanomètres de sensibilités différentes, ces 

derniers enregkstrant l'intensité des courants ioniques. 

b) la détection photographique ........................... 
Elle est utilisée sur-bout pour des analyses précises de la 

i masse des fragments. C'est une plaque photographique, de format 

5 x 25 cm le plus souvent qui peut contenir $ 5  à 30 spectres de misse 

l obtenus par les spectromètres de masse à haute résolution. Les  

spectres apparaissent sur la plaque sous forme de traits verticaux 

bien définis, chaque trait correspondant à un ion. L'intensité des 

traits peut être convertie à l'aide d'un microdensitomètre : il peut 

mesurer des largeurs de plaque aussi fines qu'un micron permettant 

d'avoir alors une précision d'un millième de masse. 



5 - à raite ment des résultats de l'anal-vse 
L'axrivée des ordinateurs constitue une étape fondamentale j 

de modernisation de spectromètres de masse qui peuvent être utilisés 1 
au maximum de leurs possibilités.. 

L'informatique aide l'opérateur dans un premier temps 3 

calibrer le spectromètre avec des composés de référence comme le 

perfluorokérosène ou la perfluorotrib'utyfamine t l'étape de la 

calibration consiste à faire coïncider le marquage de masse magné- 

tique avec la masse cannue des composés de référence. 

L'appareil calibré, l'échantillon peut'&tre introduit 

directement par la sonde du spectromètre ou injecté au chromatoyraphe 

de phase gazeuse qui réalise la séparation des différents produits 

de l'échantillon. L'acquisition des résultats commence dès que le 

balayage du collecteur d'ions par le détecteur est déclenché ; les 

résultats sont-stockés en continu sur disques ou bandes magnétiques. 

Lorsque l'analyse de l'échantillon est terminée, l'opérâteur peut 

faire ressortir les données acquises selon le programme qu'il a 

établi au départ. 

C - TECHNIQUES PARTICULIERES UTILISEES EN SPECTROMETRIE DE MASSE 
L'obtention d'un spectre de masse simple et complet est ce 

qui est le plus demandé au spectromètre de masse, ce qui n'est pas 

toujours aisé. Certains problèmes peuvent être cependant résolus 

de manière plus spécifique par la recherche de fragments représen- 

tatifs d'une molécule, ou pax le calcul de la masse de celui-ci. 

1 - Comparaison de frauments ("peak watchins") 
Cette technique permet d'accéder à la masse exacte d'un 



f r a g m e n t  c a r a c t g r i s t i q u e  d ' u n  c o m p o s é  : e l l e  c o n s i s t e  2 c o m p a r e r  

d e u x  f r a g m e n t s  d e  masses d i f f é r e n t e s  d o n t  o n  p e u t  f a i ~ e  c o f n c i d e r  

l e s  i m a g e s  s u r  un  o s c i l l o s c o p e  e n  f a i s a n t  v a r i e r  l e  p o t e n t i e l  

é l e c t r i q u e  B l ' a i d e  d ' u n  b o u t o n  d e  c a l i b r a t i o n  e t  e n  m a i t e n a n t  l a  

f o r c e  d u  champ m a g n é t i q u e .  La  m a s s e  d e  l ' u n  d e s  f r a g m e n t s  é t a n t  

c o n n u e ,  c e l l e  d e  l l a u k r e  f r a g m e n t  p e u t  & t r e  d é c h i f f r é e  r a p i d e m e n t  

à l a  l e c t u r e  d u  b o u t o n  d e  c a l i b r a t i o n .  La s u p e r p o s i t i o n  d e s  i m a g e s  1 

p e u t  p r e n d r e  p l u s i e u r s  m i n u t e s  e t  n é c e s s i t e  p a r  c o n s é q u e n t  u n e  l 
q u a n t i t é  s u f f i s a n t e  d e  p r o d u i t  p o u r  * a l i m e n t e r 1 '  l e  s p e c t r o m è t r e  

p e n d a n t  ces  q u e l q u e s  m i n u t e s .  La t e c h n i q u e  n e  p e u t  d o n c  é t r e  i 
1 

u t i l i s é e  l o r s  d ' u n  c o u p l a g e  c h r o m a t o g r a p h i e  e n  p h a s e  g a z e u s e  i 
1 

s p e c t r o m é t r i e  d e  masse. E l l e  es t  s u r t o u t  r é a l i s é e  a v e c  d e s  

s p e c t r o m è t r e s  à h a u t e  r é s o l u t i o n  ( p o u v o i r  d e  r é s o l u t i o n  : 1 0  000) ; 1 
e l l e  e s t  p o s s i b l e  a v e c  d e s  s p e c t r o m è t r e s  à f a i b l e  r é s o l u t i o n  

( p o u v o i r  d e  r é s o l u t i o n  : 1500 - 1000)  m a i s  u n i q u e m e n t  s u r  l ' i o n  

m o l é c u l a i r e .  

2 - D é t e c t i o n  d ' i o n s  m u l t i p l e s  

L a  d é t e c t i o n  d ' i o n s  m u l t i p l e s  p e r m e t  d e  r e p é r e r  p l u s i e u r s  

gaz d i f f é r e n t s  o u  p l u s i e u r s  f r a g m e n t s  i s s u s  d ' u n  meme c o m p o s é .  E l b e  

se  f a i t  s o i t  B l t a i d s  d e  p l u s i e u r s  d é t e c t e u r s  p o s s é d a n t  c h a c u n  s o n  

p r o p r e  s y s t è m e  d ' a m p l i f i c a t i o n  g u  à l ' a i d e  d ' u n  d é t e c t e u r  u n i q u e  

a s s o c i é  a u  s y s t è m e  d l a c c é l é r a t i o n  d e s  i o n s  ( a l t e r n a t e u r ) .  

a )  d é t e c t e u r  u n i q u e  ---------------- 
La d é t e c t i o n  à d é t e c t e u r  u n i q u e  a  ét6 e f f e c t u é e  à l ' o r i g i n e  

p o u r  r e p é r e r  l e s  i o n s  m o l é c u l a i r e s  d ' u n  c o m p e s é  e t  d e  s o n  a n a l o g u e  

d e u t é r é .  t'alternateurd'accélération d e s  i o n s  e s t  u n  s y s t è m e  q u i  

p e r m e t  d e  f a i r e  v a r i e r  l a  t e n s i o n  d f a c c 6 1 é r a t i o n  d e  m a n i è r e  à ce 



que les ions recherchés soient focalisés alternativement sur le 
\ 

collecteur. La tension ne peut varier au-delà de 10% de sa valeur. 

Techniquement, l'ion recherché de plus basse masse est focalisé en 

faisant varier le champ magnétique alors que la tension d'aecélé- 

ration est à son maximum ; les autres fragments sont ensuite centrés 

sur le collecteur en modifiant uniquement la tension d'accélération. 

A la fin de la manipulation, les différents fragments peuvent &tre 

visualisés sur un oscilloscope simulkanément en reproduisant les 

différentes tensions utilisées pour les obtenir. Cette technique 

est très sensible et permet de voir les composés non détectables 

par un détecteur à ionisation de flamme ; alle n'est cependant que 

qualitative en raison de la trop faible concentration des produits 

analysés. 

b) détecteurs multiples .................... 
C'est le système de détection le plus adapté pour la 

détection d'ions multiples. Les différents détecteurs peuvent 

Btre déplacés de manière à intercepter le courant ionique émis 

par chacun des fragments recherchés. Cependant comme les fenétres 

du collecteur ont une taille finie, il. est impossible de détectes 

des ions de masse voisines. Ce type de détection est utilisé pour 
I 

l'analyse des gaz respiratoires comme l'oxygène, l'azote, le gaz 

carbonique. Sa limite d'utilisation se situe dans la zone des 

faibles masses de l'ordre de,70 unj.tés. 



11 - APPLICATIO iJ  DE LA SPECTROPlfrITRIE DE M A C E  A L ' E T U D E  DES SUCRES 

Les premières études des sucres en spectrométrie de masse, 

utilisant des spectromètres de masse à faible résolution ne sont 

guère encourageantes : les spectres de masse montrent un nombre d'ions 

importants qui laissent penser à des mécanismes de fragmentation 

complexes ; en outre, les ions de masse élevée sont rares ou très 

peu intenses. Cependant, la comparaison des sucres analysés avec 

leurs analogues deutérés va faire pro.gresser l'analyse des spectres 

et avancer des mécanismes possibles de fragmentation qui se sont vus 

confirmés grace à l'utilisation des spectromètres de masse à haute 

résolution, ceux-ci aidant à déterminer la masse exacte et la 

composition des fragments. 

Le récent dévelbppement des autres ionisations ( ionisation 

chimique, ionisation de champ ) ont encore fait progresser les 

analyses des sucres en offrant surtout le moyen d'obtenir à la fois 

des spectres beaucoup plus simples et llYpn moléculaire souvent 

absent dans les spectres de masse obtenus après l'ionisation par 

impact électronique. 

La faible volatilité et-l'instabilité thermique des sucres 

non substitués nécessite l'examen de ceux:ci sous une forme dérivee. 

Les dérivés les plus utilisés sont les éthers méthyliques, les 

acétates et les-éthers triméthylsilylés. Le choix de ces dérivés 

s'est surtout fait en fonction de leur préparation, plus ou moins 

aisée, de leur séparation en chromatographie en phase gazeuse, de 

la performance des spectromètres de masse. Les dérivés mixtes, 

comme les acétates su les éthers triméthylsilylés des sucres partiel- 

lement méthylés, les alditols perméthylés et les alditols acétates 



viennent compléter ces études en apportant des renseignements 

l complémentaires sur la nature du sucre étudié, ou sa structure. 

Las résultats de la spectrométrie de masse des sucres qui 

vont étre .décrits sont basés sur des analyses obtenues après 

ionisation par impact électronique. L'analyse des monosaccharides 

naturels courants sous diverses formes déxivées est présentée dans 

un premier temps ; les travaux réa1is.é~ sur les oligosaccharides 

sont décrits dans un deuxième temps.. 

A - LES MUNUSACCHARIDES 

Les différentes classes de monosaccharides, monosaccharides 

neutres, osamines, acides uroniques, acides sialiques et sucres 

phosphates, ont +butes fait l'objet de travaux en spectrométrie de 

masse. Pour chaque classe, plusieurs substitutions ont été utilisées ; 

chacune d'entre elles a apporté des renseignements précieux sur le 

monosaccharide (nature, forme du cycle) en donnant naissance à des 

fragments particuliers. Les monosaccharides sont revus selon la 

nature du substituant utilisé (groupement méthyl, acétyl'ou triméthyl- 1 
silyl) . 

- 

1 - Les é t h e r s  m é t h . y l i q u e s  
I 

Ces dérivés ont surtout été étudiés cause de leur présence 

dans les hydrolysats ou les méthanolysats de polysaccharides libres 

ou conjugués perméthylés. 

Les éthers méthyliques des monosaccharides neutres sont les 

dérivés qui ont été le plus analysés, ce qui explique pourquoi 1-eus 

fragmentation est clairement définie depuis plusieurs années déjà. 

Le  méthyl-2, 3, 4 - t r i - ~ - m 6 t h y l - ~ - a r a b i n o P Y ~ i d  a été cho j-si 



comme modèle pax KOCHETKOV et C H I Z H O V  ( 5 5 )  pour illustrer les 

différentes voies de fragmentation des monosaccharides perrnéthylés. 

Ce sucre sert souvent maintenant de référence pour identifier les 

autres monosaccharides. Les fragmentations ont été définies gr3ce 

a un marquage très précis par trideutérométhylation sur une ou 

plusieurs fonctions alcool des monosaccharides. Un tel marquage a 

permis en outre de remarquer que plusieurs ions pouvaient contribuer 

ensemble dans l'intensité d'un pic. Le tableau 1 page 36 permet 

de faire ressortir cette observation en rassemblant les intensités 

des différents fragments isomères obtenus à partir de la fragmenta- 

tion du méthyl-2,3,4,6-tétra-O-méthyl-W-D-glucopyranoside et de ses 

analogues deutérés ( 63 ) .  Chaque voie de fragmentation est désignée 

par une lettre majuscule et les fragments dotés d'indices : ainsi, 

le fragment A: a suivi la fragmentation A, l'indice inférieur qu'il 

indique qu?i@lrest formé après deux éliminations de radicaux ou de 

molécules et l'indice supérieur qu'il est le pxamier d'une série 

de fraqments isomères de même masse. 

La voie de fragmentation A se compose de fragments qui 

dérivent les uns des autres par perte d'une molécule de méthanol 

selon un mécanisme de élimination (voir figure 4 page 3 8  1 .  a I 

Parmi les fragments de cette série A ,  il existe trois fragments A 2  

isomères de masse m/e 1 8 7  dont le plus important est le fragment 

A: ; il dérive du fragment Al qui subit la perte du groupement 

méthyl du carbone C j ,  comme le montre la lecture du tableau de 

la page 3 6  : lorsque l'on compare l'intensité du fragment de 

masse m/e 1 8 7  avec celle du fragment de masse m/e 190 consécutif 

21 une monodeutération (remplacement d'un groupement méthyl CH3 par 





un groupement txideutérométhyl CD3), on remarque que les fragments 1 
de masse m/e 190 sont les plus intenses (85 90% contre 1 environ , 

I 

pour le fragment de masse m/e 187) dans le spectre de masse des l 

glucopyranosides perméthylés qui ont un groupement trideutérométhyl 1 
fixé sur le carbone C ou Cd ; le rapport est inversé dans le cas du 1 2 

I 

dérivé monodeutéré sur le carbone C Cette observation est confirmée 3 ' l 

par la forte intensité du pic de masse m/e 193 du méthyl-3;F-db-DkL- 1 

~ ~ ~ h ~ l ~ 2 , 4 - d i - 0 - t r i d e u t é r o m é t h ~ l - ~ - D - g l u c o ~ y r a n o s i d e  et la pré- l 
l 
l 

dominance du pic de masse m/e 190 des méthyl-4,6-di-0-méthyl-2,3-di-0- 
, 

trideutérométhyl et méthyl-2,6-di-0-méthyl-3,4-di-0-trideutérmthyl- 1 
a-D-glucopyranosides. 

Les fragments BI, de la voie de fragmentation B, se forment 

par l'ouverture du cycle comme le montre la figure 4 page38 ; ils 

peuvent ensuite perdre un radical méthoxyméthyl et donner le 

l fragment B2. Les fragments BI peuvent se décomposer d'une autre : 
1 

1 1 manikre et donner d'autres ions (JI et FI) qui contribuent 

cependant peu dans l'intensité des pics de masse correspondants 

l (m/e 75 et m/e 101 respectivement). 

1 La fragmentation C se caractérise surtout par le pic de l 

2 masse m/e 115 composé en majeure partie de l'ion C (voir figure 5 
1 

2 

page 39 ) : la fragmentation de l'ion molkculaire commence par 

la cassure de la liaison carbone-carbone C -C qui aboutit au 
1 2  

fragment Cl par perte d'une molécule de formiste de méthyle ; ce 

l dernier fragment, tr<s instable, conduit à une série de fragments 

2 C2 dont le plus important est le fragment C2. 
I 

Les séries D et J (figure 5 page 39) et F (figure 6 page 4 1 )  

+ sont issues de l'ion molEculaire M qui sùbit une fragmentation 1  
1 autre que celle de la série C. Le fragment Dl provient d'un déplacement 



O Me OMe 

F I G U R E  4 

+ 
MeO-CH- F -CH=O:.:e 

OMe 

Fragmentation d u  mEthyl-2,3,4-tri-0-méthyl- -L-arabinaside. B 
A : fragments de l a  s é r i e  A ;  B : fragments d e  l a  s é r i e  B. 

KOCHETKOV e t  C H I Z H O V  6 6 3 )  



\ UMe V .  .,J \ UME 

Me L OMe 

Me0 OMe qz$ - MeO-C/=C"zCH1OMg + CH2=ClgCH-OWe 4- 1 0 

D l ,  m/e l P 5  

CH-OMe 

+ 
/r cH2D 

MeO-CH-OMe 

FIGURE 5 

F r a g m e n t a t i o n  d u  m6thyl-2,3,4-tri-O-méthyl- - L - a r a b i n o s i d e .  a 
A : f r a g m e n t s  de la s é r i e  C ; B : f r a g m e n t s  d e î i a  s é r i e  D.  

KOCHETKOV e t  CHIZHOV ( 6 5 )  t 



é l e c t r o n i q u e  c y c l i q u e  à l ' i n t é r i e u r  d e  l ' i o n  m o l é c u l a i r e  ; c ' e s t  l e  

p r d c u r s e u r  d e  l ' i o n  JI. L e  s e r i e  D r e p r é s e n t é e  B l a  f o i s  p a r  l e s  

i o n s  D l  e t  J I  e s t  trss i m p o r t a n t e  comme n o u s  l e  v e r r o n s  p l u s  l o i n  I 
l 

1 car  e l l e  c o n s t i t u e  l a  s e u l e  v o i e  d e  f r a g m a n t a t i o n  d o n n a n t  l i e u  à I 

I 
l 
I 

u n  r é a r r a n g e m e n t  : e n  e f f e t ,  comme l e  p r o u v e n t  l e s  a n a l o g u e s  1 
d e u t é r é s ,  l ' u n  d e s  g r o u p e m e n t s  m é t h y l  l i é  a u  c a r b o n e  C 1 du  f r a g m e n t  

J p r o v i e n t  d u  c a r b o n e  Cj. La f o r m a t i o n  d e  l ' i o n  FI e s t  p r é s e n t é e  
1  

1 
d a n s  l a  f i g u r e  6 p a g e  41 : 80% d u  p i c  d e  m a s s e  m/e 101  e s t  c o n s t i t u é  

I 
4 d e  l ' i o n  F: e t  1296"de l ' i o n  G 1 .  L e s  f r a g m e n t s  d e  l a  s é r i e  G s o n t  

1 
l e s  f r a g m e n t s  c y c l i q u e s  a n a l o g u e s  d e  c e u x  d e  l a  s é r i e  F. 

- 
E n f i n ,  l ' i o n  m o l é c u l a i r e  M+ e s t  é g a l e m i n t  d é g r a d é  e n  i o n s  H 

e t  K, s é r i e  d e  f r a g m e n t s  d e  masse f a i b l e  f o r m é s  à l a  s u i t e  d e  p e r -  

I m u t a t i o n s  c y c l i q u e s  d ' é l e c t r o n s  ( f i g u r e  5 p a g e  41 . Le p l u s  a b o n d a n t  1 
2 d e s  i o n s  d e  l a  s é r i e  H d e  masse m / e  8 8  e s t  l ' i o n  H l .  

L e s  s é r i e s  A à K r e p r é s e n t e n t c l e s  v o i e s  d e  f r a g m e n t a t i o n  

f o n d a m e n t a l e s  d e  t o u s  l e s  m é t h y l - g l y c o s i d e s  p e r m 6 t h y l é s .  La m o i n d r e  

m o d i f i c a t i o n  d e  s t r u c t u r e  d u  m o n o s a c c h a r i d e  comme l ' a p p a r i t i o n  

d ' u n  s u b s t i t u a n t  s u r  l e  c a r b o n e  C ( h e x o s e s ,  6 - d é o x y - h e x o s e s ,  5 

a c i d e s  u r o n i q u e s ,  h e x o s a m i n e s )  o u  d ' u n e  n o u v e l l e  f o n c t i o n  ( g r o u p e -  

m e n t  a c é t a m i d e  d e s  o s a m i n e s )  v a  s e  t r a d u i s e  p a r  un c h a n g e m e n t  
l 

s e n s i b l e  d a n s  l ' a l l u r e  g é n é r a l e  'du s p e c t r e  d e  masse a u  n i v e a u  d e  

l a  m a s s e  d e s  f r a g m e n t s  n o t a m m e n t  : l e s  f r a g m e n t s  d e  l a  s é r i e  A ,  q u i  

p a r  e x e m p l e  c o n t i e n n e n t  l e  c a e b o n e  C a u r o n t  u n e  m a s s e  s u p é r i e u r e  
5 

d e  44  u n i t é s  d e  m a s s e  e n  ce q u i  c o n c e r n e  l e s  m é t h y l - h e x o s i d e s , d e  1 4  

u n i t é s  p o u r  l e s  6 - d é o x y - h e x o s i d e s ,  d e  5 8  u n i t é s  p o u r  l e s  a c i d e s  

u r o n i q u e s  e t  d e  8 5  u n i t é s  d a n s  l e  c a s  d e s  N-méthyl  a c é t a m i d e - 2 -  



OMe 

F I G U R E  6 

l - F r a g m e n t a t i o n  d u  méthyl-2,3,4-tri-0-méthyL- - L - a r a b i n o ç i . d e .  

1 A : f o r m a t i o n  d u  f r a g m e n t  F: e t  s t r u c t u r e  d u  f s a i m e t i t  i s o m è r e  
l i 

c y c l i q u e  G, ; B : f r a g m e n t s  d e s  s é r i e s  H e t  K . 
i K O C H E T K O V  e t  C H I Z H O V  ( 5 5 )  



d é o x y - h e x o s i d e s .  

L e s  m é t h y l - h e x o s i d e s  ( 6 4  ) d o n t  l e  s p e c t r e  d e  masse e s t  

s e n b l a b l e  à c e l u i  d e s  m é t h y l - p e n t o s i d e s ,  e x c e p t i o n  f a i t e  d e s  masses 

d e  f r a g m e n t s  d e s  s é r i e s  A ,  C e t  D ,  o n t  p e r m i s  d e  d é f i n i r  u n e  a u t r e  

I v o i e  d e  f r a g m e n t a t i o n  E d o n t  l e s  f r a g m e n t s  o n t  c e p e n d a n t  u n e  

i n t e n s i t é  r e l a t i v e m e n t  ' f a i b l e  ; e l l e  se  c o m p o s e  d ' i o n s  i s s u s  d e  

I l ' é l i m i n a t i o n  d u  s u b s t i t u a n t  f i x é  s u r  l e  c a r b o n e  Cg,  l ' i o n  El 

d o n n a n t  l ' i o n  Ep à l a  s u i t e  d e  l a  p e r t e  d ' u n e  m o l é c u l e  d e  m é t h a n o l  

( f i g u r e  7 p a g e  4 3  ) .  La f r a g m e n t a t i o n  g é n é r a l e  d u  m é t h y l - 2 , 3 , 4 , 6 -  

tétra-0-méthyl-q-D-glucoside e t  s o n  s p e c t r e  d e  m a s s e  s o n t  p r é s e n t é s  

I f i g u r e s  8 e t  9 p a g e s  4 4  e t  4 5  a f i n  d e  f a i r e  r e s s o r t i r  l e s  f r a g m e n t s  

I i m p o r t a n t s  o b t e n u s  l o r s  d e  l ' a n a l y s e  d e s  m é t h y l - h e ~ o ~ y r a n o s i d e s .  

K O V A C I K  e t  c o l l .  ( 6 8 )  a n a l y s e n t  l e s  s p e c t r e s  d e  masse des 

a c i d e s  u r o n i q u e s  q u ' i l s  i s o l e n t  a p r è s  h y d r o l y s e  a c i d e  p a r t i e l l e  

d e  l a  r é s i n e  d u  p e c h e r .  L e s  s p e c t r e s  d e  m a s s e d e s m o n o s a c c h a r i d e s  

a c i d e s  r e s s e m b l e n t  f o r t  à c e u x  d e s  h e x o p y r a n o s i d e s  n e u t r e s  : l e s  

f r a g m e n t s  d e s  s é r i e s  A, C e t  D o n t  u n e  masse s u p é r i e u r e  d e  14 

i u n i t é s  d e  masse ; l e s  s e u l s  f r a g m e n t s  a b s e n t s  s o n t  c e u x  d e  l a  

l 
l 

s e r i e  K q u i  s o n t  c o m p o s é s  d e s  c a r b o n e s  C4*  e t  Cg : l a  p r é s e n c e  d e  

l a  f o n c t i o n  a c i d e  du  c a r b o n e  Cg l e s  r e n d  t r è s  i n s t a b l e s .  L e s  

a u t e u r s  r e m a r q u e n t  d ' a u t r e  p a r t  d e s  d i f f é r e n c e s  d ' i n t e n s i t é  t r è s  

1 i m p o r t a n t e s  s e l o n  l a  n a t u r e  d e  l ' a c i d e  u r o n i q u e  a u  n i v e a u  d e s  

f r a g m e n t s  A2,  B I ,  D l ,  H l  e t  FI, d i f f é r e n c e s  s u s c e p t i b l e s  d e  

p e r m e t t r e  l e u r  d i f f é r e n c i a t i o n .  

Des e x p é r i e n c e s  d é t a i l l é e s  o n t  é g a l e m e n t  é t é  r é a l i s é e s  
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FIGURE 7 

Voie de fragmentation E des méthyl-glycosidesperméthylés. 

A : d u  méthyl-2,3,4,6-tétra-O-méthyl- -D-glucopyranoside ; 

B : du méthyl-2,3,5,6-tétra-O-méthyl- -D-glucofuranoside. 

KOCHETKOV et CHIZHOV ( 6 4 )  



FIGURE 8 

Fragmentation générale d u  méthyl-2,3,4,6-tétra-O-rnéthyl-D-gluca- 

pyranoside.KOCHETK0V et CHIZHOV (65) 





sur les monosaccharides aminés perméthylés, à l'aide de dérivés 

deutérés (47, 65 ) .  Des skries de fragments identiques à celles 

des méthyl-hexopyranosides sont évidentes à'la lecture du spectre 

de masse, l'exception de la série C qui conduit à un ion 

2 ammonium C'3 de masse m/e 98 par une fragmentation toute autre, 

C', que celle de la série C des monosaccharides neutres. De 

nouveaux fragments de masse mie 128 et m/e 115 sont identifiés 

gr%ce aux analogues deutérés : ce sont les analogues des ions FI et 

Hl des méthyl-hexopyranosides. Ces deux fragments peuvent se 

dégrader et donner naissance la suite de l'élimination d'une 

molécule de cétine (CH2=C=O) aux fragments de masse m/e 86 et 

m/e 73. D'autres travaux concernant des monosaccharides aminés dont 

la fonction acétarnide est située différemment sur Les carbones Cl, 

C2' Cj et C4 ont été effectués ( 45). 11 aété possible dans cette 

étude de localiser la position de La fonction acétamide à partir 

de la distribution des ions de masse m/e 88, 101 et 75 (H, F et J 

respectivement). 

Les probl&mes difficiles à résoudre en spectrométrie de 

masse sont ltanomérie et l'isomérie des sucres. KOCHETKOV et 

CHIZHOV ( 6 4 )  effectuent la compiraisDn dis spectres de masse des 

anomères- ocet Q du rnéthyl 2, 3, 4, 6-tétra-O-méthyl-D-gluco- . 

m/e 187 pyranoside et remarquent pour toute différence un rapport 
1 7 6  7 

plus élevé dans le cas de ltanomèreo( : la formation du fragment 

m/e 187 se ferait plus facilement à cause de la position axiale 

énergétiquement défavorable du groupement méthyl sur le carbone 

C, qui faciliterait son élimination. De telles observations o n t  



également été reportées ( 6 1 )  mais ltexpl.oitation de cette différence 

n'est plus utiliséeusans précaution. 

I-EYNS et SCHARMAN ( 4 7 )  ont ten%é.de démontrer qu'il était 

possible de distinguer différents méthyl-pyranosides en comparant 

les intensités des pics ; ils attribuent les différences d'intensité 

aux positions cis ou trans des groupements méthyl. 

Par contre, la spectrométrie de masse permet d'identifier 

la forme pyrane ou furane du cycle. KOCHETKDV et CHIZHOV ( 64) 

remarquent plusieurs différences significatives : quand le cycle 

est sous forme furane, le fragment le plus important de la série A 

1 est le fragment A 2  quitireprésente 77% du pic de masse m/e 143 et 

les fragments de la série C ont une très faible intensité ; une 

série E, analogue à celle des hexopyranosides est présente (fragments 

El et E2) : la cassure primaire à l'origine du fragment E 1 se 

situe entre le carbone C et C g  (voir figure 7 page 43 ) .  4 

I Ainsi on peut dire que de manière gsnérale les spectres de 1 
1 

masse de méthyl-glycosides perméthylés se caractérisent par les 

2 2 fragments FI, HI et JI, de masse faible et d'intensité importante : 

ils ont pour masse 101, 88 et 75 pour tous les méthyl-glycosides 
* 

neutres et- ùne masse de 128, 11 5 et 75 dans: le cas des mono- 

saccharides aminés. Les fragments appartenant aux séries A, C et D 

permettent quant à eux de préciser la nature du monosaccharide 

analysé. Un tableau général de plusieurs classes de monosaccharides 

rassemble les différents fragments caractéristiques de chaque 

classe. (tableau II page 48 ) .  



a, 
'a) 
ri 



2 - Les acéta-tes 
La préparation des dérivés acétylés simple et rapide, de 

meme que leur séparation aisée en chromatographie en phase gazeuse 

en ont fait des composés très intéressants à étudier en spectro- 1 
métrie de masse. 

Les hexoses sont les monosaccharides qui ont été le plus 

étudiés sous forme acétate ; leur spectre de masse sert d'ailleurs 

souvent de base à l'étude des autres monosaccharides. BIEMANN et 

coll. ( 5  ) publient en 1963 un article détaillé sur les hexoses 

et pentoses peracétylés et procédent à la caractérisation de ces 

dérivés par comparai~on avec leurs analogues deutérés qu'ils 

préparent par acétylation avec l'anhydride acétique deutéré 

(cD~co);. Ils peuvent ainsi émettre des schémas de fragmentation 

a partir du spectre de masse du 1,2,3,4,6-penta-0-acétyL-gluco- 

pyranose. Trois voies de fragmentation principal es(^,^ et C) sont 

à l'origine de la plus grande partie des fragments du spectre : 

- la fragmentation A (figure 10 page 50 ) voit surtout le 

départ de plusieurs.,des groupementsacétyl sous forme d'acide acétique 

et de cétène. Après le départ du groupement acétyl du carbone Cl 

qui donne naissance au fragment de masse m/e 331, deux.sésies de 
I 

fragments ont pu étre distinguées grficas aux analogues deutérés : 

ainsi,dans le spectre de masse du 1,2,3,6-tétra-0-acétyl-a -D- 

glucopyranose dont le groupement acétyl du carbone C4 est deutéré, 1 
1 

un pic de masse m/e 170 est observé à cdté du pic de masse m/e 169 

plus intense ; le pic est formé si l'élimination du groupement 

acétyl en C2 (départ d'acide acétique) se fait en empruntant 1 
lthydrogène du carbone C3, et non le deutérium de transfert 



"H = hydrogène ou deu té r ium 

f i 3 >  m/c 1 6 9  A 4 '  in/e 1127 
F I G U R E  1 0  

Voie d e  f r a g m e n t a t i o n  A d u  g l u c o p y r a n o s e  p e r a c é t y l é .  

BIEMANN e t  c o l l .  ( 5 )  1 



également fixé sur le carbone Cj, transfert qui s'était effectué 

lors du départ de cétène dans l'étape de fragmentation précédente ; 

le départ'du deutérium, également probable, conduit au pic de masse 

rn e 169 m/e 169. Le meme rapport d'intensité - 170 se retrouve plus loin 

au niveau des pics de masse m/e 110 et m/e 109, qui dérivent des 

ions m/e 170 et rn/e 169 respectivement Ci la suite du départ d'une 

molécule d'acide acétique. Ce rapport'd'intensité n'est pas observ6 

dans.le spectre de masse des autres deutérés. 

- La série de fragments B se caractérise par l'ouverture 
du cycle pyrane qui s'accompagne du départ de deux groupements 

acétyl sous forme d'acide acétique. Le fragment BI de masse m/e 242 

formé est à l'origine de deux séries de fragments expliqués par 

l'étude des dérivés deutérés ; ces fragments dérivent Les uns des 

autres par l'élimination de cétane d'abord, d'acidfilacéfique.-puis 

& nouveau de cétène, mais ces éliminations n'intéressent pas 3 

ltintérieur de chacune des deux séries les mêmes groupements acétyl 

(voir figure11 page 5 2 ) .  Un mode de fragmentation importent appuyé 

par l'observation des pics métastables a d'ailleurs été remarqué 

lors de cette étude : le départ d'une ou deux moiécules d'acide 

acetique es,* généralement suivie de l'élimination d'une molécule 
1 

de cétène selon le mécanisme ci-dessous : 



OAc 

CH2 + 

-!- 

O-C 

'H = hydrogène ou deut6rium j 4' = deutérium 

FIGURE 1 1  

Voie di fragmentation B d u  glucopyranose peracétylé. 

B I E M A N N  et colb. (5) 



Les auteurs remarquent en outre que tous les fragments de -. 1 
i 

la série B contiennent le carbone Cs car ces memes fragments ont 

une masse inférieure de 58 unités de masse dans le cas des 6-déoxy- 

hexopyranoses et inférieure de 72 unités dans le cas des pentoses. 

La série B est en outre absente-du spectre de masse des 2-déoxy- 

hexopyranoses car il semble que la charge positive de l'ion BI 

soit stabilisée par le groupement acétyl du carbone C2. En ce qui 

concerne les 2-déoxy sucres, l'ouverture du cycle se fait par 

coupure de la liaison carbone-carbone C4 - Cg qui donne les fragments 
de masse m/e 128 et m/e 86. Un autre pic caractéristique de ces 

sucres, de masse m/e 97 et d'intensité élevée, est observé : c'est 

un ion pyronium très stable qui se forme après élimination du 

carbone Cg, de deux molécules d'acide acétique et d'une molécule de 

cétène ; sa structure est proposée ci-dessous : 

Sa masse est de 98 quand le monosaccharide de départ est 2-deutéro- 
s 

dérivé. 

La série C comprend trois fragments dont deux ont une très 

forte intensité ; leur structure a été déduite des spectres des 

dérivés deutérés (voir figure 12 page 55 ) .  Ci est la structure i 
la plus probable car la présence de la double liaison facilite le 

départ de cétène ; elle comprend les carbones C2, CJ et C 4 .  

Trois ions apparaissent généralement dans les spectres de 



T r o i s  i o n s  a p p a r a i s s e n t  g é n é r a l e m e n t  d a n s  l e s  s p e c t r e s  d e  

m a s s e  d e s  p o l y a c é t a t e s  ; l e u r  s t r u c t u r e  ( f i g u r e  1 2  p a g e  5 5  ) a é t é  

c l a i r e m e n t  d é f i n i e  g s % c a  é g a l e m e n t  a u x  d é r i v é s  d e u t é r é s .  L ' i o n  

a c é t o x y  d e  m a s s e  m/e 4 3  e s t  t r è s  a b o n d a n t  ; il ne p e u t  s e r v i r  d e  

p i c  d e  b a s e  c a r  il e s t  s o u v e n t  j u s q u l à  1 0 0  à 1 5 0  f o i s  s u p é r i e u r  à 

l ' i o n  q u i  s u i t  e n  i n t e n s i t é .  L e s  i o n s  d i a c é t y l o x o n i u m  (m/e 1 0 3 )  e t  

t r i a c é t y l o x o n i u m  (m/e 1 4 5 ) ,  q u i  s o n t  d e s  i o n s  d e  r é a r r a n g e m e n t ,  

p o s s è d e n t  l e  g r o u p e m e n t  a c é t y l  q u i  s e  t r o u v a i t  l i é  a u  c a r b o n e  C t 1  

d a n s  l e  s p e c t r e  d e  m a s s e  d e  l ' a n a l o g u e  d e u t é r é  s u r  l e  c a r b o n e  C 1 '  

ces i o n s  o n t  p o u r  m a s s e  1 0 6  e t  1 4 8  r e s p e c t i v e m e n t .  

La f o r m e  du c y c l e  ( p y r a n e  ou  f u r a n e )  se  m a n i f e s t e  p a r  q u e l q u e s  

f r a g m e n t s  q u i  d é r i v e n t  d e  l a  c a s s u r e  c a r b o n e  C4 - Cg quand l e  c y c l e  

e s t  s o u s  f o r m e  f u r a n e  ; d a n s  ce c a s , l e s  f r a g m e n t s  c a r a c t é r i s t i q u e s  

o n t  u n e  m a s s e  d e  1 4 5  e t  1 0 3 ,  l e  d e u x i s m e  f r a g m e n t  d é r i v a n t  d u  

p r e m i e r  p a r  p e r t e  d ' u n e  m o l é c u l e  d e  m é t h a n o l .  C e t t e  c a s s u r e  e s t  

é g a l e m e n t  o b s e r v é e  d a n s  l e  c a s  d e s  d é r i v é s  p e r m é t h y l é s .  Ces d e u x  

f r a g m e n t s  s o n t  p r é s e n t é s  f i g u r e  ' 1 2  p a g e  55 . I l  c o n v i e n t  t o u t e f o i s  

d e  p r é c i s e r  q u ' u n e  p a r t i e  d e  l ' a b o n d a n c e  d e s  p i c s  d e  masse  m / e  1 0 3  

e t  1 4 5  e s t  d Q e  à l a  p a r t i c i p a t i o n  d e s  i o n s  d i - e t - t r i a c é t y l o x o n i u m  

q u i  o n t  une  m a s s e  i d e n t i q u e .  
t 

I l  r e s s o r t  d e  t o u t e s  ces o b s e r v a t i o n s  q u e  l a  d i s t i n c t i o n  

p e u t  ê t r e  f a i t e  e n t r e  h e x o s e s ,  d é o x y - h e x o s e s  e t  p e n t o s e s  p a r  l a  

m a s s e  d i f f é r e n t e  d e s  f r a g m e n t s  d e  l a  s é r i e  A e t  s u r t o u t  c e u x  d e  

l a  s é r i e  B. Comme l e s  f r a g m e n t s  F ,  H e t  J d e s  s u c r e s  p e r m é t h y l é s ,  

l e s  f r a g m e n t s  d e  m a s s e  m / e  4 3 ,  1 0 3  e t  1 4 5  c a r a c t é r i s e n t  d ' e m b l é e  

l a  p r é s e n c e  d ' u n  s u c r e  p e r a c é t y l é .  C e  t y p e  d e  s u b s t i t u t i o n  n e  

p e r m e t  p a s  d e  d é g a g e r  d e s  é l é m e n t s  s u s c e p t i b l e s  d e  d i f f é r e n c i e r  
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FIGURE 1 2  

Fragmentation des monosaccharides peracétylés. 

A : fragments de la série C du glucopyranose peracétylé ; 

B : fragments de la série E du glucofuranase peracétylé ; 

C : fragments caractéristiques de faible masse des monosaccharides 

peracé tylés 

B I E M A N N  et call. ( 5 )  



La stéréochimie des sucres excepté au début de la fragmentation: 

l'ion de masse M-59 par exemple est plus intense dans le cas de 

l'a-D- glucopyranose pentaacétate que dans le cas de llanomère f' . 
Le spectre de masse du -manopyranose pentaacétate (figure13 r 

page 57 ) met en évidence les fragments les plus significatifs des 

monosaccharides neutres. 

3 - Les éthers triméthylsilylés 

Les dérivés triméthylsilylés des sucres sont des composés 

qui peuvent Btre préparés rapidement et séparés aisément en 

chromatographie en phase gazeuse sur silicone SE-52 ou polythylène 

glycol ( 9 5  ) ,  ce qui explique les nombreux travaux qui en font part 

surtout par couplage chromatographie en phase gazeuse- spectrorn6trie 

de masse. a 

De JONGH et coll. (24 ) entreprennent très t8t la fragmentation 

de ces dérivés en se servant également des analogues deutérés. La 

lecture du spectre de masse du 1,2,3,4,6-pentakis-O-(triméthyJ.s3.1yl)- 

d'-D-glucopyranose fait observer l'absence du pic moléculaire 

m/e 540 ; l'ion de masse $a plus élevée m/e 525 formé après élimina- 

tion d'un radical méthyl 'CHJ B partir de l'ion molécitlaire sert le 

plus souvent à déterminer indirectement la masse moléculaire ; cette 

élimination est généralement suivie du départ d'une ou deux 

molécules de triméthylsilanol. Deux a,utres voies de fragmentation 

principales sont décrites : la première voit le départ du carbone 

Cl suivi de l'élimination d'un radical triméthylsilyloxy T M S I O '  ou 

d'une molécule de triméthylsilanol ; la seconde fragmentation 

débute par l'élimination des carbones Cs et c6 sous forme radical 

qui s'ensuit du départ soit d'un radical méthoxy * C H 3  ou d'un 





5 8  
1 

radical triméthylsilyloxy. La  fragmentation générale du glucose 

pertriméthylsilylé est illustrée dans la figure page . D'autres I 

voies de fragmentation existent: elles suppléent parfois à la déter- 

mination du composé mais l'intensité de leurs fragments reste souvent , 
faible; elles sont brièvement décrites ci-dessous: 

1 

TMSiOH TMSiO' TMSiOH l 

1 )  M+*  + m/e 450 . m/e 361 . m/e 271 

m/e 540 
I l 

La fragmentation (2) est identique à la fragmentation E des dériv/s 

des éthers méthyliques qui donne également naissance à des fragments 

de faible intensité. Parmi les fragments du spectre de masse, en 

retrouve les analogues des fragments H FI et JI  qui ont ici pour 1 '  
masse 204, 217 et 191 ; comme leurs analogues, ils sont abondants ; 

leur structure est décrite figure 14 page 59 . D'autres ions 
d'intensité relativement importante figurent aussi dans le spectre : 

ils sont issus de réarrangements, phénomènes particuliers à la l 
triméthylsilylation. La structure de ces ions (voir figure 14 i 

I 
page 59 ) a été proposée après établissement de leur masse exacte. 1 
Le spectre de masse des méthyl-glycosides pertriméthylsilyl6s est i 
très semblable, hormis l'élimination d'une molécule de méthanol, 

A partir du groupement méthyl du carbone Cl ; quant au fragment JI, 

sa masse est de 133 et confirme le transfert d'un groubernent 
l 

triméthylsilyl sur le carbone CI. 



T M S i  

5 C H O *  PH20TMSi 

rn/e 265 

F I G U R E  1 4  

4- 

( C H  ) S ~ - O - S ~ ( C H ~ ) ~  3 3 

Fragmentation géngrale d u  1,2,3,4,6-pentakis-0-(triméthylsily1)- 

d-D-glucopyranase.De JONGH et coll. ( 2 4 1  



la forme du cycle peut être décelée avec ces dérivés par 

la présence de pics spécifiques : l'ion de masse m/e 205 caractérise 

1 les hexofuranosides, l'ion de masse m/e 103 les pentafuranosides ; 

leurs intensités sont importantes : 

Les mêmes auteurs ont examiné la fragmentation des sucres 

aminés : celle du méthyl -3N-acé tamida-3-d60xy-o( -D-g lucopyranose  

est montrée en exemple dans la figure 15 page 61 . Elle ressemble 
I- de pres à celle des méthyl-hexosides ; le départ d'acétamide vient I I 

l parfois s'ajouter en fin de fragmentation. La présence de la foncfi-on 

acétamide sur le carbone C3 explique l'absence de l'ion de masse 

mie 204, mais aussi la présence de l'ion équivalent de masse m/e 173 / 
l 

L'ion de réarrangement de type JI, a une intensité faible ; sa 1 
I 

masse est 102. Dans le .spectre de masse du mSthyL-2-acétamido-2- 

2 déoxy-glucopyranoside, les ions de masse m/e 204 (analogue Hl) et 
1 

133 (analogue JI) sont normalement présents. 

Cette étude systématique des hexoses et méthyl-hexosides l 

l 

pertriméthylsilylés leur a d.tai1I.e~~~ permis à cette époque 1 I 
d'identifier les produits de triméthylsilylation d'un monosaccharide 

en solution à l'équilibre. Le D-Galactose donne après silylation 

%rois composés qui sont séparés par chromatographie en phase gazeuse : l 
les deux composés majeurs son% les anomères s( et (3 du gglactopyranose 

= l 



+ 
'CH-CH 

m/e 173 ( analogue d u  fragment H: 1 
l 

m/e 102 ( analogue d u  fragment J 1 1 

FIGURE 15 

Fragmentation générale d u  méthyl-2-acétamido-2-déoxy-2,4,6-tri-0- l 
De VONGH et coll. ( 241 



pertriméthylsilylés et le compose mineur le mélange des anomères 

O( et du galactofuranose pertriméthylsilylé. Il en est de meme 

pour le D-Glucose ; quant à la galactosamine, elle ne donne qu'un 

composé sous forme pyrane, l'éther triméthylsilylé du 2-acétamido- 

2-déoxy-glucopyranose. 

CURTIUS et coll. ( 1 9 )  dans leur étude sus la forme du cycle 

du fructose selon les conditions précédant la silylation, remarquent 

. que la forme pyrane ou furane peut également etre déduits 21 partir 

de l'intensité des ions de masse m/e 204 et m/e 217 : l'ion de masse 

m/e 204 est particulièrement intense quand le cycle est sous forme 

pyrane .alors que l'ion de masse m/e 217 est relativement faible ; 

le rapport inverse est vrai quand le cycle est sous forme furane, 

l'ion m/e 204 étant meme absent. Cette observation rejoint celle 

de KOCHETKOV et coll. (64 ) à propos des dérivés perméthylés, la. 

forme du cycle semblant influencer de la meme façon la formation de 

ces deux ions. 

L'étude des acides sialiques a été abordée sous la forme de 

leurs dérivés triméthylsilylés. Ces monosaccharides acides sont 

également des sucres très répandus dans +a nature, soit dans les 

polysaccharides libres du lait (961,'soit liés sur la partie externe 

non réductrice des chaînes glycanniques des glycolipides ou des 

glycoprotéines ( 8 6 )  ; ils peuvent en outre s'y trouver liés entre 

eux (29, 9 4 ) .  

Il existe plusieurs acides sialiques différents : la fonction 

amine peut en effet être acétylée ou glycolylée ( 0 5  ) et ses fonctiorrs 

alcoolsr acétylées ( 5 5  ) glycolylée ( 1 3  ) ou encore méthylée ( 9 7  ) .  



Ces d i v e r s e s  f o r m e s  o n t  n é c e s s i t é  u n e  i d e n t i f i c a t i o n  p r é c i s e  

d e  l ' a c i d e  s i a l i q u e  a n a l y s é  : e l l e s  o n t  f a i t  l ' o b j e t  d e s  t r a v a u x  

d a  KAMERLING e-t; c o l 1  ( 55 , 56 1. 

L ' a c i d e  s i a l i q u e  c o n n a f t  u n e  f r a g m e n t a t i o n  f o r t  d i f f é r e n t e  

d e s  a u t r e s  s u c r e s  ( f i g u r e  1 6  p a g e  64 ) d Q e  e s s e n t i e l l e m e n t  à s a  

s t r u c t u r e  p a r t i c u l i è r e ,  l a  p l u p a r t  d e s  i o n s  p r o v e n a n t  d e  l a  c o u p u r e  

d e s  l i a i s o n s  c a r b o n e - c a r b o n e  d e  l a  c h a f n e  l a t é r a l e .  A c h a c u n  d e s  

f r a g m e n t s  l e s  p l u s  a b o n d a n t s  e t  l e s  p l u s  c a r a c t é r i s t i q u e s  a é t é  

a t t r i b u é  u n e  l e t t r e  m a j u s c u l e  ( A  à H ) .  L e  f r a g m e n t  A ( M - c H ~ ) +  

d é r i v e  d e  l ' é l i m i n a t i o n  d ' u n  r a d i c a l  m é t h y l  d e  l ' i o n  m o l é c u l a i r e ,  

f r a g m e n t a t i o n  c a r a c t é r i s t i q u e  d e s  é t h e r s  t r i m é t h y l s i l y l é s .  Le 

f r a g m e n t  B ( M - ~ 0 0 ~ ~ )  e s t  f o r m é  à l a  s u i t e  d u  d é p a r t  d e  l a  f o n c t i o n  
- 

a c i d e .  Ces d e u x  f r a g m e n t s  d e  masse é l e v é e ,  q u i  n e  s u b i s s e n t  p a s  

d e  f r a g m e n t a t i o n  u l t é r i e u r e ,  c a r a c t é r i s e n t  p a r  l e u r  m a s s e  l a  n a t u r e  

d e  l ' a c i d e  s i a l i q u e ,  à s a v o i r  s i  s a  f o n c t i o n  a l c o o l  e s t  s u b s t i t u é e .  

Les f r a g m e n t s  C ,  D ,  E ,  F e t  H s o n t  i s s u s  d e s  c o u p u r e s  d e  l a  c h a f n e  

l a t 6 r a l e .  La p l u s  f r é q u e n t e  e s t  l a  G a s s u r e  e n t r e  l e s  c a r b o n e s  C e t  7 
C g  : e l l e  d o n n e  n a i s s a n c e  a u  f r a g m e n t  C q u i  p e u t  s e  d é c o m p o s e r  p o u r  - 

d o n n e r  l e  f r a g m e n t  D a p r è s  l a  p e r t e  d e s  s u b s t i t u a n t s  d e s  c a r b o n e s  

C2 e t  C g .  Le  f r a g m e n t  E s e  f o r m e  3 l a  s u i t e  d u  d é p a r t  d e  l a  t o t a l i t ê  
I 

d e  l a  c h a f n e  l a t é r a l e  e t  d u  s u b s t i t u a n t  d u  c a r b o n e  C g .  Le f r a g m e n t  

H p r o v i e n t  d e  l a  c a s s u r e  c a r b o n e - c a r b o n e  C -C e t  d e  l ' é l i m i n a t i o n  
8  9 

c o n s é c u t i v e  d e s  s u b s t i t u a n t s  d e s  c a r b o n e s  C4 e t  C 7 .  Q u a n t  a u  f r a g m e n t  

F, il se  c o m p o s e  deD c a r b o n e s  C8 e t  C g  e t  d e  l e u r s  s u b s t i t u a n t s .  Lc 

d e r n i e r  f r a g m e n t  c a r a c t é r i s t i q u e ,  s y m b o l i s é  p a r  l a  l e t t r e  G ,  e s t  

c o m p o s é  d e  c a r b o n e s  Cq e t  C g  e t  d e  l e u r s  s u b s t i t u a n t s .  L e s  f r a g m e n t s  

(C B H )  r e n s e i g n e n t  s u r  l a  n a t u r e  d u  s u c r e ,  e t  de  s u b s t i t u a n t s  ; 



Scheme 1 

F I G U R E  1 6  1 
Fragmentation de l'acide sialique sous forme triméthylsilylée ( A )  et 

spectre de masse de l'acide N-acétylneuraminique %ziméthylsilyl&(B) 

K A M E R L I N G  J.P. et coli. ( 5 6 )  



ils permettent également de localiser la position des substituants 

des fonctions alcools (O-substituants). 

La fragmentation des acides N-acétyl et N-glycolyl 

neuraminiques est identique ; ces acides sialiques ne se différencient 

que par la masse différente de leurs fragments analogues et aussi 

par l'ion le plus intense qui est le fragment D dans le cas de 

l'acide N-acétyl neuraminique et le fragment m/e 388 dans le cas de 

l'acide N-glycolyl neuraminique. 

La présence d'O-substituants se manifeste par l'absence 

d'un ou plusieurs des fragments issus de la chafne latérale comme 

le démontrent les spectres de masse d'acides sialiques O-acétylés 

isolés des glandes sous-maxillaires de la vache et du cheval ( 5 6 )  : 

par exemple, l'acide N-acétyl-7,9-di-O-acétyl-neuraminique se 

caractérise par l'absence des fragments C et D ; il semble en effet 

que le fragment C, issu de la coupure carbone-carbone C -C de la 7 8 

chafne latérale, ne se forme que s'il est stabilisé par un s u b s t i t u a q t  

qÙi étherifie la fonction alcool du carbone C L1estérification de 7' 
la méme fonction alcool par un groupement acétyl provoque par contre 

" 
son absence. Cette observation rejoint les remarques de BJORNDAL et 

coll. ( 6  ) lors de leurs travaux sur les alditols acétates de 
l 

monosaccharides partiellement méthy1.é~ : les fragments les plus 

intenses sont ceux dont la charge est stabilisée par un groupement 

méthyl, la méthylûtion étant aussi une étherification. 

HAVERKAMP et coll. ( 4 5  ) peuvent ainsi caractériser les 

acides sialiques libérés après methanolyse du ganglioside GTlb 

perméthylé ; ils séparent et identifient après couplage chromato- 

graphie en phase gazeuse-spectrométrie de masse l'acide N-acétyi. 



6 6  

neuraminique perméthylé et l'acide N-acétyl-1,2,4,7,9-penta-U- 

méthyl-8-0-(triméthylsily1)-neuraminique, l'acide partiellement 

méthyl6 se caractérisant par l'absence du fragment F ; l'absence 

de ce fragment s'explique par le groupement acétyl du carbone C8 

qui empeche sa formation. La présence du groupement acétyl démontre 

de manière indirecte que l'acide sialique est interne et lié au 

sein du polysaccharide par la fonction alcool du carbone Cs. 

. Cette fragmentation relativement simple de l'acide sialique, 

dont la moindre modification dans sa composition se traduit de 

manière très sensible par l'absence de quelques fragments, a justifié 

la préparation des éthers méthyliques du métbyl ester de l'acide 

sialique (12) en vue d'utiliser ces derniers comme composés de 

référence dans l'étude de la structure des polysaccharides 

perméthylés. l 
I 

Peu de travaux ont été consacrés jusqufà maintenant aux 
~ 
l 
i 

sucres phosphates. Ils n'ont été étudiés que sous forme triméthyl- 

silylée ( 1 0 2 ) .  Ce type de substitution a été appliqué avec succès 
I 

l 

aux nucléosides et aux nucléotides (79 1. 
1 

l 

La fragmentation du glucopyranose-5-phosphate pertsiméthyl-- 1 
1 

1 

silylé est résumée dans la figure 17 page 67 ; la série d'ions de 

indiqu&s, existe une série de fragments de réarrangement, de masse 

m/e 387 à211. Par rapport aux ~ u t r e s  sucres, la fragmentation des 

monosaccharides phospnates se distingue par l'élimination aisée d u  1 
I groupement b i s ( t r i n é t h y l s i l y l ) . ~ ~ o s ~ h a t e ,  laquelle donne naissance 

à l'ion de masse m/e 271. Quant au ribose-5-phosphate (figure 17 

i page 67), il se caractérise par l'ion m/e 169, analogue de l'ion 



u 

* C H 3  

A m/e 6 0 3  

TMSiOH OTN5i TitiSiOH Ti-IÇiOH 

m / e  513 
TMSiOH 1 m/e 587  

m / e  602 
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FIGURE 17 

S u c r e s  p h o s p h a t e s  t r i m 6 t h y l s i l y l 6 s  

P r i n c i p a u x  f rac jments  d u  glucopyr-nose 6 - p h o a n h a t c  (A) e t  d u  r i b o -  

f u r q n o e c  5 - p h o s p h o t e  ( B ) .  Z I N B O  e t  S H E R M A N  ( 1 0 2 )  



m/e 271, et le fragment m/e 230 spécifique de la forme furane. 

4 - Les derivés acycliques 

Cette classe de dérivés parmi lesquels se trouvent notamment 1 
les alditols acétates et les alditols perméthylés ainsi que les 1 
thioacétals ont beaucoup intéressé les chercheurs car ils éliminent 

les problèmes de stéréochimie et de forme du cycle avec pour 

conséquence des spectres de masse plus simples. 

a) les alditols acétates 
a--------------- --CI- 

Des études systématiques des spectres de masse de ces 

composés ont permis de découvrir un mode de fragmentation simple ( ? 6 j .  

L'ion moléculaire est toujours absent, mais un ion (M-CH~CO; ) +  de 

faible intensité est observé. Le pic de base est dP à l'ion acétylium 1 
de masse m/e 43 (CH~W'O). Les autres fragments sont soit primaires, l 

1 
soit secondaires, les derniers dérivant des premiers. Les fragments 

primaires se forment à l'issue de la coupure de la chaPne carbonée 

comme l'indique le mécanisme de la figure 18 page 69 . Ainsi, le 
dérivé 1,2,3,4,5,6-hexa-0-acétyl-D-glucitol donne naissance, en 

dehors de l'ion (M-CH3C02* ) +  cinq fragments primaires (figure 1 8 l 
page 69 ) .  Les fragments peuvent ansuite se fragmenter par élimination 

d'acide acétique, de cétène ou d'anhydride acétique ; les éliminations 1 

peuvent se faire sous une forme acyclique ou cyclique (figure l a  

page 59). Ces fragmentations relativement simples permettent cependant 

de différencier facilement chaque classe de monosaccharides : la 

présence d'une fonction déoxy empéche la coupure primaire au niveau 

de cette fonction à cause probablement de la faible stabilité du 

radical déoxy qui en résulterait ; de méme, l'introduction d'une 

fonction acétamide augmente l'abondance des fragments issus de la 
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F I G U R E  1 8  

Fragmentation des alditols acétates. GOLUVNIKA et coll. ( 3 6 )  

A : fragments primaires du 1,2,3,4,5,6-hexa-0-acétyl-D-glucitol 

B : mécanismes d'élimination d'acide acétique, de cétène et 

d'anhydride acétique. 



c o u p u r e  d e  l a  c h a P n e  d e  l ' a l d i t o l  a u  n i v e a u  d e  l a d i t e  f o n c t i o n .  

b )  L e s  a l d i t o l s  p e r m é t h y l é s  1 ------------- ------ --- 
La f r a g m e n t a t i o n  d e s  a l d i t o l s  p e r m é t h y l é s  a  é t é  s u i v i e  s u r  l 

l e s  p e n t i t o l s  e t  h e x i t o l s  p e r m é t h y l é s  ( 3 7 ) .  E l l e  r e s s e m b l e  e n  1 

b e a u c o u p  d e  p o i n t s  à c e l l e  d e s  a l d i t o l s  a c é t a t e s  s u r t o u t  e n  ce  q u i  

I c o n c e r n e  l a  f r a g m e n t a t i o n  p r i m a i r e .  L ' é t u d e  p r é c i s e  d e  l a  f r a g m e n -  
l 

I 

t a t i o n  s e c o n d a i r e  a p u  @ t r e  e n t r e p r i s e  e n  r e m p l a ç a n t  l e s  g r o u p e m e n t s  

m é t h y l  p a r  l e s  g r o u p e m e n t s  t r i d e u t é r o m é t h y l .  L e s  a u t e u r s  o n t  pu 

m o n t r e r  d e  l a  s o r t e  q u e  l e  g r o u p e m e n t  m é t h y l  s i t u é  s u r  l e  c a r b o n e  

I e n  p o s i t i o n e  p a r  r a p p o r t  3 c e l u i  q u i  ' p o r t e t 1  l a  c h a r g e  e s t  é l i m i n é  1 
l d ' a b o r d .  Le f r a g m e n t  p r i m a i r e  d e  m a s s e  m/e 2 2 1 ,  p e u  a b o n d e n t  e n  r a i s o n  1 

I 
l 

. d e  l a  f a i b l e  s t a b i l i t é  d u  r a d i c a l  ( 'CH20Me) f o r m é  Zi l a  s u i t e  d e  l a  

c o u p u r e ,  p e r d  a i n s i  u n e  m o l é c u l e  d e  m é t h a n o l  comme p r é c é d e m m e n t  1 
I 

d é c r i t  ( f i g u r e  1 9  p a g e  71 ) p u i s  u n e  d e u x i è m e  p o u r  d o n n e r  l e s  1 
i 

f r a g m e n t s  s e c o n d a i r e s  m / e  1 8 9  e t  1 5 7 .  Deux f r a g m e n t s  p r i m a i r e s ,  ~ 
s u i v a n t s  e n  m a s s e ,  m/e 1 7 7  e t  m / e  1 3 3  é l i m i n e n t  u n e  s e u l e  molt!.cule l 

d e  m é t h a n o l  p o u r  d o n n e r  l e s  f r a g m e n t s  m/e 1 4 5  e t  1 0 1  r e s p e c t i v e m e n t .  

Q u a n t  a u  f r a g m e n t  p r i m a i r e  m / e  8 9 ,  il se  f r a g m e n t e  é g a l e m e n t  e t  
l 

c o n d u i t  au f r a g m e n t  m/e 5 9 ,  e n  é l i m i n a n t  u n e  m o l é c u l e  d e  f o r m a l d é h y d e  ;l 
il e n  e s t  d e  meme p o u r  l e  f r a g m e n t  s e c o n d a i r e  m/e 1 0 1  ( v o i r  f i g u r e  1 0  ~ 
p a g e  71 1 .  1 

c )  L e s  a l d i t o l s  a c é t a t e s  p a r t i e l l e m e n t  m é t h y l é s  ---------------------- ----------------- --- 
L e s  m é l a n g e s  d e  m o n o s a c c h a r i d e s  p a r t i e l l e m e n t  m é t h y l é s  o b t e n u s  1 

a p r è s  h y d r o l y s e  d e s  p o l y s a c c h a r i d e s  e n t 2 è r e m e n t  m é t h y l é s  s o n t  

c o u r a m m e n t  a n a l y s é s  p a r  c o u p l a g e  c h r o m a t o g r a p h i e  e n  p h a s e  g a z e u s e -  

s p e c t r o m é t r i - e  d e  m a s s e  s o u s  f o r m e  d ' a l d i t o l s  a c é t a t e s .  Ces d E r F v é s  
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F I G U R E  1 9  

Fragmentation des alditols perméthylés 

A : éliminatian de méthanol ; 

B : élimination de formaldéhyde. 

- GOLOVNIKA et c o l l .  (37)  



mixtes ont été surtout étudiés par BJORNDAL et coll. ( 7 ) ,  étude 

reprise plus tard à fin de précisions par les mêmes auteurs en 

utilisant le marquage au deutérium lors de la méthylation ( 9 1. 

Malgré la complexité de ces dérivés, il a été possible de dégager 

des mécanismes de fragmentation. Ils ne se distinguent pas des autres 

alditols en ce qui concerne l'ion moléculaire qui est absent et les 

fragments primaires dont l'intensité .décro4t avec la masse. 

Cependant la fragmentation primaire est ici influencée par la nature 

du substituant, comme l'indique la figure 20 page 73 t des quatre 

coupures possibles, les deux premières sont les plus friquentes, 

étant donné que la charge est davantage stabilisée par le groupement 
1 

méthyl que par le groupement acétyl. Ces coupures préférentielles 1 
sont parfaitement illustrées par l'abondance des fragments primaires 1 
du spectre de masse du 1,5,6-tri-0-acétyl-2,3,4-tri-O-méthyl-D- ~ 
glucitoL (voir figure 20 page 73 ) .  Des fragments secondaires peuvent ~ 
se former à partir des premiers par élimination de formaldéhyde, de i 

méthanol, d'acide acétique généralement suivie de cetène, d'acétate 1 

de méthyle, de méthoxy- méthyl acétate ou dlacétoxyméthylacétate, I 

avec un mécanisme particulier pour chaque élimination. Le départ de 

la formaldéhyde et celui de l'acide acétique suivi du cétène ont I 

déja été illustrées dans l a  fzgure 19 page 71 e t  à la page 4 9  

respectivement). La molécule de méthanol est éliminée uniquement 
l 

quand un groupement méthyl se trouve sur le carbone situé en P 
de celui qui "portew la charge ; c'est aussi le cas du groupement 

acétyl éliminé sous forme d'acide acétique. Les autres éliminations 

citées se font, soit par permutation cyclique d'électrons, soit 

par cyclisation des fragments(voir figure 21 page 74 ) .  
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F IGURE 20 1 
1 

F r a g m e n t a t i o n  d e s  a l d i t o l s  a c é t a t e s  p a r t i e l l e m e n t  m é t h y l é s .  

A : c o u p u r e s  c a r b o n e - c a r b o n e  p o s s i b l e s  ( a  e t  b s o n t  l e s  p l u s  

f r é q u e n t e s )  ; 

B : f r a g m e n t a t i o n  p r i m a i r e  d u  1,5,6-tri-0-acétyl-2,3,4-tri-O- 
l 

m é t h y l - D - g l u c i t o l ,  I I 

i l 

B J O R N D A L  e t  c o l l .  (17) 

-- -- 

I 



m/e. 2 3 2  

FIGURE 1 9  

Alditols acétates partiellement m É t h y l 6 s  

Eliminations secandaires dtacZtate de m E t h y l e  ( A ) ,  d e  ntzthoxy- 

m6thyl acCtate ( a )  et dtac&toxymbthylac5tate (Cl. 



Ce t r a v a i l  a  s e r v i  d e  b a s e  à l ' i d e n t i f i c a t i o n  d e s  é t h e r s  

m é t h y l i q u e s  p a r t i e l s  d u  m é t h y l - O ( - D - m a n n o s i d e  ( 3 0  , 32  ) e t  d u  

m é t h y l - o ( - D - g a l a c t o s i d e  ( 3 3 )  p r é p a r é s  é g a l e m e n t  d a n s  l e  b u t  d ' é l u c i d e r  

l a  s t r u c t u r e  d e s  p o l y s a c c h a r i d e s  p e r m é t h y l é s .  D ' a u t r e s  a u t e u r s  o n t  
rl 

r e c o u r u  à ce moyen d ' a n a l y s e  p o u r  d é t e r m i n e r  l a  s t r u c t u r e  d e  ~ 
p o l y s a c c h a r i d e s  f o n g i q u e s  ( 8  ) ,  b a c t é r i e n s  ( 7 5  , 7 6 ,  77 ) ,  d ' o l i g o -  

s a c c h a r i d e s  d ' o r i g i n e  v a r i é e  ( 1 0 ; 7 8 ) . e t  d e  g l y c o l i p i d e s  ( 3 9 )  

HASE e t  RIETSCHEL s o n t  a m e n é s  à e x a m i n e r  l e  s p e c t r e  d e  m a s s e  

I d e  l a  g l u c o s a m i n e  l o r s  d e  l e u r  é t u d e  s u r  l e s  p r o d u i t s  d e  m é t h y l a t i o n  ~ 
d u  c h i t o b i o s e  e t  d u  c h i t o t r i o s e  ( 4 4 ) .  La p r é s e n c e  d e  l a  f o n c t i o n  l 

a c é t a m i d e  e s t  r a p i d e m e n t  d é c e E é e  p a r  l a  m a s s e  d e s  f r a g m e n t s  d e  m a s s e  

I m/e 1 3 0  e t  1 7 4  ; ces d e r n i e r s  p e r m e t t e n t  é g a l e m e n t  s a  l o c a l i s a t i o n  1 
s u r  l e  c a r b o n e  C 2 .  La d i - N - a c é t y l a t i o n  e s t  t o u t  a u s s i  v i t e  a p e r ç u e  

p a r  l a  p r é s e n c e  d e s  n o u v e a u x  f r a g m e n t s  d e  m a s s e  m/e 158  e t  202 ,  

l a  d i - N - a c é t y l a t i o n  p o u v a n t  s e  p r o d u i c e  l o r s q u ' o n  h y d r o l y s e ,  r é d u i t  
l 

e t  r é a c é t y l e  l e  c h i t o b i i t o l ,  ou  l e  c h i t o t r i i t o l  p e r m é t h y l é .  La  

d é t e r m i n a t i o n  d e  l a  l i a i s o n  1-4 d u  c h i t o b i o s e  se  c a r a c t é r i s e  p a r  

l a  p r é s e n c e  d ' u n  g r o u p e m e n t  a c é t y l  s u r  l e  c a r b o n e  C4 q u i  c o n t r a r i e  

b e a u c o u p  l a  c o u p u r e  d e s  l i a i s o n s  c a r b o n e - c a r b o n e  G -C e t  C -C 
3 4  4  5 '  

l 

comme l e  m o n t r e  l a  f a i b l e  i n t e n s i t é  d u  f r a g m e n t  d e  m a s s e  m/e 1 7 4 .  

La f i g u r e  2 2  p a g e  7 6  p r é s e n t e  l a  f r a g m e n t a t i o n  p r i m a i r e  d u  m é t h y l -  

L ' a c i d e  s i a l i q u e  a  é t é  e x a m i n é  r é c e m m e n t  ( 9 0 )  s o u s  l a  f o r m e  

a l d i t o l  a c é t a t e .  L ' a c i d e  s i a l i q u e  a i n s i  m o d i f i é  e s t  u n e  m o l é c u l e  

t r è s  s t a b l e .  S a  f r a g m e n t a t i o n  e s t  i l l u s t r é e  f i g u r e  2 3  p a g e  77 = 



FIGURE 2 2  

A : fragmentation primaire du méthyl-2-acétamido-2-déoxy-1,3,5,6- 

t é t r a - 0 - m é t h y l - I l - g l u c i t o l  ; H A S E  et R I E T Ç C H E L  ( 4 4 )  

B : f r a g m e n t s  caractéristiques des dialkyldithioacétals. De .JOfdGH ( 2 7  ) 1 
l 
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F IGURE 2 3  

1 F r a g m e n t a t i o n  g é n é r a l e  d e  l ' e s t e r  m é t h y l i q u e  de l ' a c i d e  5 - a c é t a m i d o -  
l l 
1 2,4,6,7,8,9-hexa-0-acétyl-3,s-didéoxy n o n o n i q u e .  SHIRNOVA e t  c o l l .  ( 9 0 )  1 



En d e h o r s  d e s  c l a s s i q u e s  é l i m i n a t i o n s  d ' a c i d e  a c é t i q u e  e t  d e  

c é t . è n e ,  e l l e  s e  c a r a c t é r i s e  p a r  l a  t r è s  f o r t e  i n t e n s i t é  d e s  f r a g m e n t s  

q u i  d é r i v e n t  d e s  c o u p u r e s  d e s  l i a i s o n s  c a r b o n e - c a r b o n e  d e  p a r t  e t  

d ' a u t r e  d u  c a r b o n e  q u i  p o r t e  l a  f o n c t i o n  a m i n e .  

d )  L e s  t h i o a c é t a l s  --------------- 
De J O N G H  a  p a r t i c u l i è r e m e n t  é t u d i é  ces  d é r i v é s  ( 2 1 )  s o u s  

f o r m e  d e  d i é t h y l d i t h i o a c é t a l s .  La p r i n c i p a l e  c a r a c t é r i s t i q u e  d u  

s p e c t r e  d e  m a s s e  d e s  d i é t h y l d i t h i o a c é t a l s  e s t  l a  p r é s e n c e  d ' u n  

i o n  m o l é c u l a i r e  a b o n d a n t  q u i  c l a s s e  d e  s u i t e  l e  m o n o s a c c h a r i d e  

é t u d i é .  Le f r a g m e n t  q u i  l e  p r é c è d e  e n  masse (M-RS') r é s u l t e  d e  l a  

c o u p u r e  d e  l a  l i a i s o n  c a r b o n e  C l - s o u f r e  e t  l e  p l u s  a b o n d a n t  d e  

l a  c o u p u r e  c a r b o n e - c a r b o n e  C -C a v e c  r e t e n t i o n  d e  l a  c h a r g e  1 2  

p o s i t i v e  s u r  l e  c a r b o n e  C 1 '  

T r o i s  a u t r e s  i o n s  s o n t  i m p o r t a n t s  d a n s  l a  d é t e r m i n a t i o n  

d u  m o n o s a c c h a r i d e  : l e  p r e m i e r  r é s u l t e  d e  l a  c o u p u r e  d e  l a  l i a i s o n  

c a r b o n e - c a r b o n e  C -C e t  d e  l ' é l i m i n a t i o n  c o n s é c u t i v e  d ' u n e  3 4 

m o l é c u l e  d ' e a u  ; l e  s e c o n d  p r o v i e n t  d e  l ' i o n  (M-RS') q u i  p e r d  u n e  

m o l é c u l e  d e  t h i o é t h a n e  ; l e  t r o i s i è m e  a p r o b a b l e m e n t  l a  même o r i g i n e  

q u e  l e  s e c o n d ,  l ' i o n  (M-RS*) se  f r a g m e n t a n t  a u  n i v e a u  d e  l a  l i a i s o n  

c a r b o n e - c a r b o n e  C -C Ces i o n s  s o n t  p r é s e n t é s  d a n s  l a  f i g u r e  2 2  
2 3 '  

p a g e  76 . La p r é s e n c e  d ' u n e  f o n c t i o n  d é o x y  s u r  l e  c a r b o n e  C 
2 

e m p é c h e  l a  f o r m a t i o n  d u  s e c o n d  ( 2 3 ) ,  c e l l e  d ' u n e  f o n c t i o n  a c é t a m i d e  

e n t r a f n e  l a  d i s p a r i t i o n  d e s  t r o i s  f r a g m e n t s  ( 2 2 ) .  Le s p e c t r e  d e  ces 

d e r n i e r s  c o m p o s é s  e s t  d ' a i l l e u r s  b e a u c o u p  p l u s  c o m p l e x e ,  l e  

g r o u p e m e n t  a c é t a m i d e  i n t e r v e n a n t  comme g r o u p e m e n t  s t a b i l i s a t e u r  d e  

l a  c h a r g e  o u  é t a n t  r a p i d e m e n t  é l i m i n é .  Ces d é r i v é s  o n t  é g a l e m e n t  l 
L e s  t h i o a c é t a l s  o n t  a u s s i  é t é  é t u d i é s  s o u s  f o r m e  p e r a c é t y l C e  



( 20 ) .  L e s  s p e c t r e s  o b t e n u s  s o n t  c o m p l e x e s ,  n o t a m m e n t  à c a u s e  d e s  

f r a g m e n t s  s e c o n d a i r e s  c o n s é c u t i f s  a u x  é l i m i n é t i ô n s  d e s  g r o u p e m e n t s  

a c é t y l  s o u s  f o r m e  d ' a c i d e  a c é t i q u e ,  d e  c é t è n e  o u  d ' a n h y d r i d e  a c é t i q u e  0 1  ' 1  

l a  c o m b i n a i s o n  d e s  différentes'éliminations p e u t  e n  o u t r e  d o n n e r  

n a i s s a n c e  à d e  nombreux  f r a g m e n t s .  

Des nbmbreux  t r a v a u x  s e  r a p p o r t a n t  à l ' é t u d e  e n  s p e c t r o m é t r i e  

d e  m a s s e  d e s  d é r i v é s  d e s  s u c r e s ,  p l u s i e u r s  o b s e r v a t i o n s  p e u v e n t  

é t r e  f a + t e s  : 

- p a r m i  l e s  d é r i v é s  c y c l i q u e s ,  l e s  d é r i v é s  a c é t y l é s  s o n t  l e s  

c o m p o s é s  l e s  m o i n s  s a t i s f a i s a n t s  à c a u s e  d e  l a  c o m p l e x i t é  d e  l e u r  

f r a g m e n t a t i o n  : e n  e f f e t ,  l ' a d d i t i o n  d ' u n  g r o u p e m e n t  a c é t y l  se 

m a n i f e s t e  p a r  p l u s i e u r s  é l i m i n a t i o n s  d i f f é r e n t e s ,  s o u s  f o r m e  d ' a c i d e  

a c é t i q u e ,  d e  c é t è n e  d e  r a d i c a l  a c é t y l  ou a c é t o x y ,  é l i m i n a t i o n s  q u i  

p e u v e n t  s e  c o m b i n e r  e n t r e  e l l e s .  Ceci e s t  d a v a n t a g e  P i n i t é  d a n s  l e  

cas  d e s  é t h e r s  m é t h y l i q u e s  e t  t r i m é t h y l s i l y l é s  ; l e s  d e u x  s u b s t i t u -  

t i o n s  o n t  l e u r s  p r o p r e s  a v a n t a g e s  e t  i n c o n v é n i e n t s  : l a  t r i m é t h y l -  

s i l y l a t i o n  e s t  a i s é e  e t  r a p i d e  m a i s  e l l e  d o n n e  l i e u  à d e s  m é c a n i s m e s  

d e  r é a r r a n g e m e n t  l o r s  d e  l a  f r a g m e n t a t i o n  q u i  o n t  r e n d u  d i f f i c i l e s  

l e s  p r e m ' i è r e s  a n a l y s e s  ; q u a n t  à l a  m é t h y l a t i o n ,  e l l e  e s t  l a  p l u s  
1 

a i s é e  à c o m p r e n d r e  c a r  l a  f r a g m e n t a t i o n  d e  s e s  d é r i v é s  e s t  l a  p l u s  

s i m p l e .  L ' i n c o n v é n i e n t  m a j e u r  d e  c e t t e  s u b s t i t u t i o n  r é s i d e  d a n s  l a  

p r é p a r a t i o n  d e s  d é r i v é s  q u i  e s t  r e l a t i v e m e n t  l o n g u e .  

A l a  f r a g m e n t a t i o n  d e s  d é r i v é s  a c y c l i q u e s  s e  r é s u m e  q u a n t  

à e l l e  a u x  c o u p u r e s  d e  l a  c h a f n e  c a r b o n é e ,  ce q u i  l i m i t e  l e  n o m b r e  

d e  f r a g m e n t s  ; ces  f r a g m e n t s  p r i m a i r e s  s e  d é c o m p o s e n t  e n s u i t e  s e l o n  

d e s  m é c a n i s m e s  q u i  o n t  é t é  b i e n  d é f i n i s  p o u r  c h a c u n e  d e s  s u b s t i t u t i o n s .  1 



Les dérivés acycliques sont pour cette raison des composés d'analyse 

intéressants ; bien des auteurs s'en servent surtout pour confirmer 

les résultats obtenus par spectrométrie de nasse avec les oligc- 

l saccharides dont ils proviennent. 

-1 

B - L E S  O L I G O Ç A C C H A R I D E S  

La connaissance de la fragmentation des monosaccharides par 

impact électronique acquise, les études en spectrométrie de masse 

I des oligosaccharides suivirent rapidement, Après les di-et tri- 

saccharides simples composés de monosaccharides neutres uniquement, 

le champ d'investigation de la spectrométrie de masse s'&tendit à 

des matériaux d'origine très diverses (oligosacchasides du lait, de 

l'urine, polysaccharides bactériens, glycolipides sanguins) dont 

les unités monosaccharides appartiennent aux diffézentes classes. 

Les éthers méthyliques et triméthylsilylés demeurent les 

seuls dérivés utilisés de manière courante dans l'étude des oligo- 

I saccharides où ils sont souvent comparés. De nombreuses publications 

relatent la détermination des structures à l'aide de dérivés 

perméthylés dont le monosaccharide terminal réducteur est sous forme 

alditol'afin de stimplifier les spectres de masse ainsi que la 
I 

détermination de la liaison glycosid.ique avec le sucre réduit. 

Quelques auteurs ont également utilisé les a l d i t o l s ~ t r i m 6 . t h y l s i I y l é s  

comme moyen d'approche (57). Le couplage chromatagraphie en phase 

gazeuse-spectrométrie de masse trouve ici son optimum d'utilité en 

I permettant d'analyser successivement les composés d'un mélange 

préalablement séparés par la colonne de chromatographie. 



I 1  - L e s  é t h e r s  m é t h y l i q u e s  

La c o m p l e x i t é  c r o i s s a n t e  d e s  s u c r e s  é t u d i é s  a  o b l i g é  l e s  

a u t e u r s  à p r é c i s e r  d a v a n t a g e  l a  n o m e n c l a t u r e  d e  KOCHETKOV e t  c o l l .  

( 6 4 ) .  K O V A C I K  e t  c o l l .  ( 6 8 )  s y m b o l i s e n t  l e s  d i f f é r e n t e s  u n i t é s  

m o n o s a c c h a r i d e s  p a r  d e s  l e t t r e s  m i n u s c u l e s  e n  commençan t  p a r  l e  s u c r e  

non  r é d u c t e u r  : a i n s i ,  baAl e s t  l e  f r a g m e n t  f o r m é  p a r  f r a g m e n t a t i o n  d u  

I c y c l e  b s e l o n  l a  v o i e  d e  f r a g m e n t a t i o n  A e t  s u b s t i t u é  p a r  l e  c y c l e  a .  

' K O C H E T K O V  e t  C H I Z H O V  ( 65 ) o n t  t e n t é  d è s  1 9 6 6  d e  

d é g a g e r  d e s  l o i s  q u i  r é g i s s e n t  l a  f r a g m e n t a t i o n  d e s  d i s a c c h a r i d e s  

p e r m é t h y l é s  c o m p o s é s  d e  r é s i d u s  a l d o h e x o s e s  n e u t r e s .  I l s  o b s e r v e n t  

t o u t  d ' a b o r d  q u e  l e s  u n i t é s  m o n o s a c c h a r i d e s  s u i v e n t  c h a c u n e  l e u r  

p r o p r e  v o i e  d e  f r a g m e n t a t i o n  a p r s s  c a s s ü r e  d e  l a  l i a i s o n  g l y c o s i d i q u e .  

Les f r a g m e n t s  q u i  e n  d é r i v e n t  s o n t  i d e n t i q u e s  à c e u x  d e s  mono- 

g l y c o s i d e s  p e r m é t h y l é s .  I l s  r e m a r q u e n t  e n s u i t e  q u e  l e s  f r a g m e n t s  d e  

l a  s é r i e  A s o n t  u t i l e s  d a n s  l a  d é t e r m i n a t i o n  d e s  p o i d s  m o l é c u l a i r e s  

I d u  d i s a c c h a r i d e  e t  d e  s e s  u n i t é s  m o n o s a c c h a r i d e s  ( v o i r  f i g u r e  24  

I p a g e  82 ) ,  q u e  c e u x  d e  l a  s é r i e  B f o r m é s  p a r  d é g r a d a t i o n  d u  c y c l e  b  

p e u v e n t  & t r e  u t i l i s é s  p o u r  é t a b l i r  l a  n a t u r e  d e  l a  l i a i s o n  e n t r e  l e s  

d e u x  m o n o s a c ' c h a r i d e s .  A i n s i ,  l e s  d i s a c c h a r i d e s  à l i a i s o n  1-4 e t  

1-2 q u i  p o s s è d e n t  d e s  f r a g m e n t s  comrnuqs baB (m/e 3 8 0 )  e t  b ~ :  1  

(m/e 3 0 5 )  s e  d i f f é r e n c i e n t  p a r  l e  f r a g m e n t  bB (m/e 1 6 1 )  u n i q u e m e n t  2 

p r é s e n t  d a n s  l e  s p e c t r e  d e  m a s s e  d e s  ' d i s a c c h a r i d e s  à l i a i s o n  1-4. 

L e s  d i s a c c h a r i d e s  à l i a i s o n  1-6 n e  d o n n e n t - a u c u n  d e  c e s  f r a g m e n t s ,  

1 mais un  f r a g m e n t  c a r a c t é r i s t i q u e  d e  masse m/e 3 5 3  i s s u  d e  l a  v o i e  d e  

~ f r a g m e n t a t i o n  D ( f r a g m e n t  b a D 1 ) .  La f o r m a t i o n  d e  c e s  d i f f é r e n t s  

f r a g m e n t s  e s t  i n d i q u é e  d a n s  l e s  f i g u r e s  ' 2 5  e t  2 6  p a g e  8 3  e t  8 4  

Un a u t r e  f r a g m e n t  de' m a s s e  m/e 2 7 Ç ( f i g u s c  2 7  p a g e  85  ) e s t  absenvc. 
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FIGURE 2 5  

Fragments caractéristiques des disaccharides perméthylés à liaison 

1-2 et 1-4 permettant leur distinction. 
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F o r m a t i o n  de l ' i o n  d e  m a s s e  m/e 2 7 9  (abJ , )  d a n s  le c a s  du disaccharide 

Glc-1-4- Glc p e r m é t h y l 6 .  
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Cet ion est lthomologue de l'ion JI observe dans le spectre de masse 

des monosaccharides perméthylés ( m/e 75). 

KARKKAINEN (58) étudie également de manière précise la 
fragmentation dtoli~osaccharides de nature et de structure très 

variées sous forme perméthylée. Dans un but de simplification, il 
0- 

transforme le sucre réducteur en alditol : il profite de cette 

réduction pour introduire un atome de deutérium dans la molécule afin 

de provoquer une dissymétrie au niveau de l'alditol. Un exemple de 

fragmentation d'un disaccharide à unités monosaccharides neutres 

est présenté figure 30 page 96 . Dans son analyse, pas plus que 
KOCHETKOV et coll., il n'observe d'ion moléculaire. Les premiers 

ions de haute masse rencontrés sont les ions M-45, M-89, M-133 ; ils 

dérivent de la coupure des liaisons carbone-carbone de la chafne 

carbonée de l'alditol. Les ions m/e 21 9, m/e 187 (21 9-32), m / e  155 

(187-32) dont la masse reste inchangée dans le spectre de masse des 

analogues deutérés sont assimilés à l'unité non réductrice du 

di'saccharide. Les fragments correspondant au résidu alditol (m/e 235, 

m/e 203, m/e 171) ont par contre une masse supérieure d'une unité. 

La détermination de la liaison glycosidique se fait par ltobservation 

des fragments issus de la chafne carbonée de ltald5tol. Deux ions de 
t 

masse m/e 177 et m/e 133 permettent de distinguer les disaccharides 

à liaison 1-2, 1 - 3, 1-4 et 1-6. Dans le cas des d&; 

saccharides à liaison 1-6 dontlesfragrnentsm/e 425 (M-45) et 

m/e 381 (M-89) ont une intensité faible, un ion relativement intense 

de masse m/e 177 est observé, ainsi que le fragment m/e 145, auquel 

il donne naissance. Dans le spectre de masse de l'analogue deutéré, 

ils ont pour masse m/e 179 et m/e 146. Les disaccharides à liaison 



1-2 qui possèdent également ces deux ions dans leur spectre, 

ne voient pas la masse de ceux-ci changer après deutération. Les 

disaccharides à liaison 1-3 et 1-4 qui ne possèdent pas ces 

ions ne peuvent etre distingués que par le moyen de la deutération. 

L'ion de masse m/e 133,  formé par la coupure carbone-carbone - 
C4 de la chaine carbonée de l'alditol a une masse m/e 134  quand la 

liaison est de type 1-4 alors qu'elle est inchangée lorsque la 

liaison est de type 1-3. Aucune variation importante de la 

fragmentation n'est observée lorsque l'un des monosaccharides 

composant le disaccharide est aminé. Elle donne cependant naissance 

B des fragments de masse différente. Quand l'osamine, dont la 

fonction aminée est sous forme N-méthyl-acétamide suite à une 

méthylation totale selon le procédé de HAKOMORI (38), est en 

position non réductrice, les fragments qui en dérivent ont pour 

masse m/e 260 et m/e 228  ( 2 6 0 - 3 2 ) ,  masses qui ïcstent inchangées 

après deutération ; en position réductrice, celle-ci donne naissance 

aux fragments m/e 276 et m/e 245  ( 2 7 6 - 3 2 )  quand elle est non deutérÉe 

et m/e 277 et m/e 245 quand elle l'est. D'autres fragments, de 

faible masse, apparaissent. Tout d'abord, les fragments de masse 

n/e 1 2 9  et m/e 1 4 2  qui sont les analogues des ions H: (m/e 88) et 
1 

2  
FI (m/e 1 0 1 )  respectivement ; ces deux derniers sont également 

presents et démontrent indirectement ici la participation de plusieurs 

ions isomères dans l'intensité d'un pic de masse. Ensuite des fragment! 

caractéristiques de la position terminale non réductrice de l'osamine 

dans le cas de la lactoçamine, ces fragments ont une masse m/e 1 3 0  

et m/e 174  (m/e 131 et m/e 1 7 5  après deutéra-tion). 

Lors de l'analyse des spectres de masse des 21 trisaccharides 



8 0 

qu'il a étudiés (60 ) sous forme dtalditols perméthylés, KARKKAINEN 
remarque que la plupart des ions de masse inférieure à m/e 300 sont 

l les mêmes que ceux rencontrés après fragmentation des monosaccharides 

analysés soit sous forme méthylglycoside perméthylée, soit sous 

forme alditol permiithylae. De nouveaux fragments de massa plus 

élevée sont apparus à la suite de l'addition d'un monosaccharide : 

les ions baA, -3 et bcA1 - J  qui dérivent de la coupure des liaisons 

a-b et b-c respectivement ainsi que l'ion abcJl occupent la 

région centrale du spectre (300 m/e 500) alors que les ions issus 

I de l'ion moléculaire (M-45, M-89, M-1331, peu nombreux et dtintensiti 

1 faible sont les seuls à être observés dans la zone des masses m/e 

supérieures à 500, Ces ions peuvent aider à la détermination au 

I poids moléculaire de l'oligosaccharide dont on constate toujours 

l'absence de l'ion moléculaire. La détermination de la liaison entre 

les deux derniers sucres b et c (liaison b-C) est abordée comme 

I celle des disaccharides par ltexanien des .fragments issus de la chafne 

carbonée de llalditol, La liaison entre les deux premiers sucres a 

et b (liaison a-b) est plus difficile à déterminer. K A R K K A I N E N  

attache d'abord une importance particulière à l'ion de masse m/c 88.  

Cet ion est le pic de base des spectres de masse des trisaccharides 
I 

à liaison a-b de type 1-4 et 1-6. Il explique cette forte 

intensité par la double provenance de celui-ci, de l'unité mono- 

saccharide a dtune.par-t; de l'unité b d'autre part. Dans le cas 

des liaisons a-b de type 1-2 et 1-3, il ne peut provenir que 

l de l'unité a et il a en conséquence une intensité nettement moindre. 

L'auteur observe ensuite la prédominance des ions des séries baA sur 

ceux des séries bcA quand la liaison a-b est de type 1-4 et 

I 



1-6, et le rapport inverse en ce qui concerne une liaison a-b 

de type 1-2 ou 1-3. L'ion de masse m/e 295 (bcJ1) vient distinguer 

les disaccharides à liaison a-b de type 1-2 et 1-3. Il est 

absent quand la liaison est de type 1-3, absence qui s'explique 

~ aisément par la formation de l'ion JI : celui-ci nécessite le 

transfert du groupement méthyl du carbone Cg sur le carbone C, pour 

8tre formé ; comme le carbone C3 est.engagé dans une liaison, l'ion 

~ de type JI ne peut ltre présent. Les liaisons a-b de type 1-4 
~ 

et 1-6 ne peuvent &tre distinguées sans ambiguité. 

Parmi les trisaccharides étudiés par KARKKAINEN se trouve 

un trisaccharide branché. Sa tructure se reflète surfout par l'absence 

des ions issus de ltalditol. 

L'auteur conclue sur l'influence de la stéréochimie des sucres 

constituant l~oligosaccharide : il semble que celle-ci s'exerce 

par l'intermédiaire du sucre central sur l'intensité des ions de la 

série bcA qui peuvent étre différenciés des ions baA par leur masse. 

cantkairement aux m€?mestrisaccharides perméthylés non réduits (59 ). 

Dans une publication récente, MONONEN et coll. ( 8 0 )  reportent 

les résul-tats1)qu'ils ont obtenus avec les alditals perméthylés de 

disaccharides à osamine terminale réductrice. Ils observent les deux 
I 

fragments correspondant aux parties non réductrice (m/e 2 1 9 )  et 

réductrice (m/e 276) ainsi que les fragments secondaires qui en 

dérivent, puis les ions de la chafne carbonée dont l'absence ou la 

présence'renseigne sur la nature de la liaison glycosidique. Un 

fragment intense de masse m/e 378 est observé dans le spectre de 

masse des disaccharides à liaison 1-3 ; il n'a pas d'analogue dans 

les spectres de masse des disaccharides à hexoses neutres : il dérive 



probablement de'la coupure de la chaPne carbonée de l'alditol entre 

les carbones C3 et Cd mais une autre origine a été également reportée 

( 14,28 ) .  Le fragment m/e 130 est caractéristique de llosarnine en 

position réductrice : il provient de la coupure carbone-carbone 

C2-C3 de llosamine ; il donne ensuite aisément le fragment de masse 

m/e 88 par perte d'une molécule de cétène. La masse de ces derniers 

fragments augmente d'une unité lorsque la réduction du disaccharide 

est réalisée avec le borodeutérure, ce qui entrafne la disparition l 
1 du pic de masse m/e 130 et diminue l'intensité du pic de masse m/e 88 

2 qui n'est représentative alors que de l'ion H provenant de la partie 1 

1 non réductrice. 

KOVACIK et coll. (68) entreprennent très t6t l'étude 

dtoligosaccharides à acide uronique sous forme de dérivés perméthylés. 

Ils observent les mêmes fragments que ceux des oligosaccharides à 

monosaccharides neutres, consécutifs à une Fragmentation globale 

identique : après coupure de la liaison glycosidique, les unités 

monosaccharides se fragmentent indépendamment les unes des autres 

pour donner une série de fragments semblable à celle des mono- 

saccharides seuls (série A ) .  La valeur du rapport s 2  dans le cas 
I aA1 

des disaccharides à acide uronique en position non réductrice semble 

Btre liée à la nature de l'acide : il est très supérieur à 1 quznd 

c'est l'acide glucuronique et inférieur 2 1 quand il s'agit de 

l'acide galacturonique. Les auteurs font Ggalement remarquer que 

les ions communément appelés bA1 proviennent des ions abJ (figure - 8  1 

page 91 1 .  Les ions de la série B (baB1, m/e 394 ; baFl, m/e 319 ; 

baF2, m/e 287) apparaissent dans le spectre de masse des disaccharides 
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MeOH 

b A 2  
Pl e O 

COOMe '- 

I 
' CHOa 

F I G U R E  2 8  

Seconde origine des ions de l a  série bA ( A )  et de l'ion JI ( B ) .  

KOVACIK et coll. (68) 



à l i a i s o n  d e  t y p e  1-2 e t  1-4 comme d a n s  l e  c a s  d e s  d i s a c c h a x i d e s  ' 
1 

n e u t r e s  a n a l y s é s  p a r  CHIZHOV e t  c o l l .  ( 1 ,  l e  d i s a c c h a r i d e  à 

l i a i s o n  1-4 s e  d i s t i n g u a n t  d a n s  c e t t e  s é r i e  d u  d i s a c c h a r i d e  à 

l i a i s o n  1-2 p a r  l ' a b s e n c e  d e  l ' i o n  bB2 m/e 1 6 1 .  De méme l e s  

d i s a c c h a r i d e s  à l i a i s o n  1-6 s e  c a r a c t é r i s e n t  p a r  l ' i o n  b a D l  

(m/e  367 ) .  L e s  a u t r e s  s é r i e s  d ' i o n s  s o n t  p r é s e n t e s  ( s é r i e s  C ,  F ,  

Lors d e  l e u r  é t u d e  d e s  t r i s a c c h a r i d e s  s o u s  l a  m@me f o r m e  

1 

~ d é r i v é e  ( 6 9 ) ,  l e s  memes a u t e u r s  d é m o n t r e n t  q u e  l a  f r a g m e n t a t i o n  

g é n é r a l e  e s t  i d e n t i q u e  e t  n e  d o i t  s a  c o m p l e x i t é  q u ' a u  n o m b r e  ~ l 
c r o i s s a n t  d e  f r a g m e n t s  p o s s i b l e s  a u  s e i n  d ' u n e  meme s é r i e .  La 

f i g u r e  2 9  p a g e  9 3  r é s u m e  l a  f r a g m e n t a t i o n  d u  t r i s a c c h a r i d e  G l c A U - ( 3 -  

1-6-Gal- 1-6-Gal .  En o u t r e ,  l a  p r é s e n c e  o u  l ' a b s e n c e  d ' u n  o u  Q 
p l u s i e u r s  f r a g m e n t s  c o n t i n u e n t  à d é t e r m i n e r  u n  t y p e  d e  l i a i s o n ,  

d e  meme q u e  l e  r a p p o r t  - a A 2  p e r m e t  d e  d é c o u v r i r  l a  n a t u r e  d e  
aA1 

l ' a c i d e  u r o n i q u e  t e r m i n a l  n o n  r é d u c t e u r .  D a n s  u n e  é t u d e  p l u s  

r é ' c e n t e  (7O),KOVACIK e t  d ' a u t r e s  c o l l a b o r a t e u r s  é t a b l i s s e n t  a v e c  

p l u s  d e  p r é c i s i o n  l e s  r è g l e s  d e  f r a g m e n t a t i o n  d e s  d i s a c c h a r i d e s  à 

a c i d e  u r o n i q u e  à p a r t i r  d e  d i s a c c h a r i d e s  d e  s y n t h è s e  o ù  l ' a c i d e  

e s t  s o i t  e n  p o s i t i o n  n o n  r é d u c t r i c e  ( a c i d e s  a 2 d o h i u r o n i q u e s ) ,  s o i t  
& 

e n  p o s i t i o n  r é d u c t r i c e  ( a c i d e s  p s e u d o a l d o b i u r o n i q u e s )  e t  l i é  à u n  

s u c r e  n e u t r e  p a r  t o u t e s  l e s  l i a i s o n s  . g l y c o s i d i q u e s  p o s s i b l e s .  Ces 

t r a v a u x  c o n f i r m e n t  l e s  a n c i e n s  e n  ce  q u i  c o n c e r n e  l e s  a c i d e s  

a l d o b i u r o n i q u e s  à l ' e x c e p t i o n  d u  c r i t è r e  d e  d i f f é r e n c i a t i o n  d e s  

l i a i s o n s  1-4 e t  1-2. L ' i o n  n/e 1 6 1  n e  p e u t  p l u s  s u f f i r e  c a r  

il e s t  é g a l e m e n t  p r é s e n t ,  e n  f a i b l e  q u a n t i t é  c e p e n d a n t ,  d a n s  l e  

s p e c t r e  d e s  a c i d e s  a l d o b i u r n n i q u e s  à l i a i s o n  d e  t y p e  1-2 ; d a n s  





161 est un meilleur critère : il est ce cas, le rapport 1 5 9  I 
supérieur à 1 dans le cas deslisisons 1-4 et infBrieur à 1 

pour les liaisons 1-2. La fragmentation des acides pseudoaldo- 

biuroniques est g2oba2ement identique à celle des acides aldo- 

biuroniques. Les principales différences résident dans la masse 

des ions abJl (m/e 293 pour les acides pseudoaldobiuroniques et 

m/e 279 pour les acides aldobiuroniques) et dans la forte intensité 

de l'ion abDl de masse 367 présent dans le spectre de masse de tous 

les acides pseudoaldobiuroniques. Cet ion n'est pas 3 confondre 

avec l'ion baDl de méme masse et caractéristique des acides aldo- 

biuroniques à liaison de type 1-6, Si qualitativement, les acides 

pseudoaldobiuroniques produisent un spectre identique, ils peuvent 

étre différenciés par quelques ions dont l'intensité varie sensible- 

ment avec le type de liaison. L'acide pseudoaldobiuronique dont la 

liaison est de type 1-3 possède un ion bC2 (m/e 173) très intense 

et un ion baJl (m/e 279) faible contrairement aux autres acides 

bC2 peut égaiement Btre pris en pseudoaldobiuroniques. Le rapport - 
aA2 

compte pour compléter cette distinction. Les produits de e -  élimina- 
tion des acides aldobiuroniques connaissant la m&me fraçinentztion 

que leurs "parents". Ils se différencien: toutefois par l'absence 

de la série abJ, et la présence d'un ion abH trÈs intense de masse 1 

m/e 292. Quant aux acides pçeudoaldobiuroniques 4,5 Lnsaturés, ils 

subissent à l'exception de quelques fragments une fragmentation 

fort différente de celle déjà décrite, fragmentation qui passe 

notamment par un ion intermédiaire cyclique à 7 centres. 

Ces travaux ont trouvé leur application dans l'étude de 



structures de polysaccharides bactériens ( 1 1  ,76 ,711 1 .  La figure 30 

page 96 montre la fragmentation primaire d'un trisaccharide acide 

obtenu après hydrolyse acide partielle du polysaccharide capsulaire 

de Klebsiella type 9 (76). Les fragments indiqués dans la figure 

permettent de déterminer rapidement la sequence du trisaccharide : 

le fragment de masse m/e 233 est caractéristique d'un acide uronique 

en position terminale non réductrice et le fragment de masse m/e 206 

d'un déoxy-sucre réduit ; quant au fragment de masse m/e 407, il 

implique la séquence AU-déoxy-sucre. Parmi d'autres fragments, 

celui de masse m/e 59 caractérise un 6-déoxy-sucre terminal non 

réducteur, ceux de masse m/e 103 et 90 que la liaison b-c entre 

les deux derniers sucres est de type 1-3 et ceux de masse m/e 375 

et 266 (ions baA2 et bcJ1) que la liaison a-b entre e s  deux 

premiers sucres est de type 1-4 : en effet, ltion m/e 375 aurait 

été absent si la liaison a-b avait été de type 1-2 et l'ion 

m/e 266 également si la même liaison avait été de type 1-3. Le 

trisaccharide analysé est donc identifié en tenant compte des 

résultats complémentaires de la chromatographie en phase gazeuse des 

produits d'hydrolyse totale du trisaccharide ; il s'agit du 

trisaccharide GlcAU 1-4Rha 1-3Rharnnitol. Dans la figure 30 

page 96, est également présenté un trisaccharide branché ( 7 6 )  

caractérisé par la masse différente de sas fragments exception faite 

de la nature des unités monosaccharides ; la structure branchée est 

confirmée par l'absence simultanée des fragments de masse 133 et 103. 

L'examen en spectrométrie de masse de la structure des 

glycolipides est abordé dans de nombreux articles où l'on tente 

surtout de déterminer la séquence glucidique malgré de nombreux 



(LINDBERG et coll. ( 7 6 ) )  , 

(LINDBERG et coll. (76) )  
FIGURE 3 0  

OMe 

Fragmentation des oligosaccharides sous la forme dlalditols 

perméthylés. 1 
A : lectitol perméthylk ; B : G~CAU-p-(1-4)-Rha- a -(l-3)-~hamnitol 

C -l I 
perméthylé ; C : GICAU-a- (1-4)- -Rharnnitol. pernéthyli. 
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i o n s  d a n s  l a  r é g i o n  c e n t r a l e  d u  s p e c t r e  d u s  l ' h é t é r o g é n é i t é  d e  

l a  p a r t i e  l i p i d i q u e .  ' - 

KARLSSON e t  c o l l .  ( 6 1 )  o b s e r v e n t  c e p e n d a n t  q u e  l a  l e c t u r e  

I du  s p e c t r e  d e  m a s s e  s e  t r o u v e  f a c i l i t é e  s i  l i o n  r é d u i t  l e  g l y c o l i p i d e  

p a r  l e  b o r o h y d r u r e  d e  l i t h i u m  e t  d ' a l u m i n i u m  a v a n t  d e  l e  p e r m é t h y l e r  : 

c e t t e  é t a p e  s u p p l é m e n t a i r e  p e r m e t  d e  t r a n s f o r m e r  l e s  f o n c t i o n s  

a c é t a m i d e  d e s  o s a m i n e s  e t  d u  c é r a m i d e  e n  a m i n e s  p r i m a i r e s  ( N - é t h y l )  

e t  d ' o b t e n i r  d e s  p r o d u i t s  d o n t  l a  p l u s  g r a n d e  s t a b i l i t é  s e  r e f l è t e  

a u  n i v e a u  d e s  f r a g m e n t s ,  p l u s  n o m b r e u x  e t  i n t e n s e s  meme d a n s  l a  

r é g i o n  d e s  m a s s e s  é l e v é e s .  

L o r s  d e  l e u r  é t u d e  s u r  l e s  g l y c o l i p i d e s  é r y t h r o c y t â i i r e s ( 4 1 ,  i ~ ) ,  

HANFLAND e t  EGGE f o n t  r e s s o r t i r  q u e l q u e s  o b s e r v a l i o n s  i n t é r e s s a n t  

l a  l o c a l i s a t i o n  d e  l ' o s a m i n e  a i n s i  q u e  l e  t y p e  d e  l i a i s o n  c o n t r a c t é e  

e n t r e  e l l e  e t  l e  s u c r e  s i t u é  d u  c8 té  n o n  r é d u c t e u r .  La  l o c a l i s a t i o n  

d e  l ' o s a m i n e  p e u t  é t r e  d é t e r m i n é e  p a r  l ' o b s e r v a t i o n  d e  l a  v a l e u r  d u  

P+ 
r a p p o r t  P+,32 , où  P+ e s t  l ' i o n  q u i  s e  f o r m e  à l a  s u i t e  d e  l a  

c o u p u r e  d ' u n e  l i a i s o n  g l y c o s i d i q u e  e t  32  é q u i v a u t  à l a  p e r t e  u l t E r i e u r  

d ' u n e  m o l é c u l e  d e  m é t h a n o l  : q u a n d  u n  s u c r e  n e u t r e  s e  s i t u e  d u  c8 té  

P+ d e  l a  c o u p u r e ,  l e  r a p p o r t  - e s t  s u p é r i e u r  à 3 e t  q u a n d  il s ' a g i t  
P+-32 

d ' u n e  o s a m i n e ,  l e  meme r a p p o r t  e s t  i n f é r f e u r  à 1 .  En o u t r e ,  q u a n d  

l ' o s a m i n e  e s t  l i é e  s u r  s o n  c a r b o n e  CJ, un f r a g m e n t  r e l a t i v e m e n t  i n t e n s e  

I d e  m a s s e  m/e 228 e s t  o b s e r v é ,  ce q u i  n ' e s t  p a s  l e  c a s  q u a n d  c e l l e - c i  

e s t  l i é e  p a r  s o n  c a r b o n e  C4. La  f i g u r e  31 p a g e  98 e x p l i c i t e  l a  

d i f f é r e n c e  e n t r e  l e s  d e u x  t y p e s  d e  l i a i s o n .  

L ' é t u d e  d e s  o l i g o s a c c h a r i d e s  d u  l a i t  d e  f e m m e  ( 2 6 )  d e  même 

/ : : q u e  c e l l e  d e  l ' u r i n e  ( 4 0 )  v i e n n e n t  c o m p l é t e r  l e s  r é s u l t a t s  d e  l a  

s p e c t r o m é t r i e  d e  m a s s e .  





Il ressort de plus en plus de ces d3fférents travaux que la 

séquence glucidique se détermine à l'aide des fragments des séries A .  

Le schéma d'une structure glycannique est représenté figure 32 

page100et montre l'importance de ces fragments. Les fragments de 

la série J aide à la détermination de la liaison glycosidique, leur 

I présence éliminant la possibilité d'une liaison de type 1-3. On 

I remarque de plus en plus l'utilisation de la séduction du sucre 

terminal réducteur qui permet de connaître sans problème la liaison 

avec l'alditol par l'observation des fragments issus de la fragmenta-. 

tion de la chafne carbonée de celui-ci. 

Dans un article récent traitant des glycogénoses, kENNARTSON 

et coll. ( 74 ) appoztent de nouveaux renseignements sur la déterinina- 

tion du type de liaison entre les différents monosaccharides. La  

figure 33 page 101 résume leurs conclusions. 11s observent, lors 

de leur étude sur les trisaccharides, les intensités des fragments 

de la série bald pour distinguer la liaison a-b entre les deux 

premiers sucres : ils rapportent à ce propos que le fragment 

(baPd-1x32) est le fragment majeur de la série quand la liaison 

a-b est 1-6 et que la série bald est décroissante en intcnsitP,, 

des fragments bald à (hoLd-2~32), quand la liaison est 1-4. Ceci 
I 

se retrouve au niveau des'tétrasaccharides comme le montre la ' 

figure 34 page 102; la liaison b-c entre les sucres centraux est 

ici déterminée par l'intensité des fragments bcald : une liaison 

b--ic de type 1-4 voit le fragment bcald-32 dominer la série bcald 

I comme le fragment bald-32 des trisaccharides. Les rapports dtintensitE 

entre les fragments bald, bald-32, bald-2x32 et les fragments bcald, 

bcald-32 et bcald-2x32 sont environ 16 : 4 : 1 pour les liaisons 
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Fragments caractéristiques de la liaison a-b des trisaccharides 

analysés sous l a  forme d'alditols permethylés. 

LENNARTSON et coll. (74) 
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FIGURE 34 

F r a g m e n t s  c a r a c t é ~ i s t i q u e s  d e s  l i a i s o n s  a-b e t  b-c d e s  tétra- 

s a c c h a r i d e s  a n a l y s é s  s o u s  l a  f o r m e  d t a l d i t o l s  p e r m 6 t h y l é . s .  

LENNARTSON e t  c o l l .  ( 7 4 )  
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a-b et%-c de type 1-4 respectivement et environ 1 : 5 : 2 

1 pour les liaisons a-b et b-c de type 1-6. Ces différences 

1 d'infensité sont probablement dQes à des vitesses différentes 

~ d'élimination des molécules de méthanol ou encore à la stabilité 

~ du fragment. 

2 - Les: éthers trirnéthylsilylés 

De nombreux travaux ont été consacrés à ces dérivés qui, 

à c8té d'une volatilité voisine de celle des éthers méthylés, sont 

très qaciles à préparer. 

Les premiers travaux de K O C H E T K O V  et coll. ( 1 5 , 6 7  ) sur les 

éthers pertriméthylsilylés des disaccharides font d'abord observer 

la présence dans certains spectres de,llion moléculaire de très 

faible intensité B cOté d'autres ions de masse élevée ( M - ~ C H ~ ,  

M-TMSO' ,  MLCH3-TMSOH) qui peuvent aider è la dgtermination du poids 

moléculaire du produit. Ils dégagent également des fragments qui 

permettent de découvrir la structure du disaccharide : ces fracpients, 

qui suivent la méme fragmentation que les fragments des saries A et J 

des éthers méthyliques, restent utilas pour déterminer la séquence 

glucidique. Les principaux fragments sont présentés figure 33 

page104 ainsi que leur mode de fragmentation : l'ion m/e 569 constitué 

de l'unité réductrice de l'oligosaccharide caractérise ici l'unité 

hexose terminale réductrice. La doubie origine de l'ion m/e 451 

illustré figure 35 page104,qui peut comprendre soit l'unité non 

réductrice, soit l'unité réductrice, trouve tout son intérét quand 

les deux monasaccharides ne sont pas isomères. D'autres fragments 

permettent de déterminer la nature de la liaison glycosidique, Les 

hexosyl-hexoses à liaison 7-6 se distinguent des autres hexosyb- 
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FIGURE 35 

Fragmentation des oligosaccharidas pertiiméthysilylés. 

A : formation de l'ion m/e 569 ; 

B : double origine de l'ion m/e 451. 

Ces ions sont les analogues des ions abJ, et A, des dérives perméthylésl 

K O C H E T K O V  e t  coll. ( 6 7 )  



h e x o s e s  p a r  l a  ' p r é s e n c e  d ' u n  p i c  r e l a t i v e m e n t  i n t e n s e  d e  m a s s e  

m/e 5 8 3  ; ce méme i o n  a  u n e  m a s s e  m / e  481 d a n s  l e  c a s  d e s  p e n t o s y l -  

(1-6)-hexoses. Son o r i g i n e  e s t  : s c h é m a t i s é e  f i g u r e  36  p a g e  1 0 6  ,; l I 

ce l l e - c i  p e u t  é t r e  d i f f é r e n t e  q u a n d  l e  s u c r e  t e r m i n a l  r é d u c t e u r  I 

e s t  s o u s  f o r m e  f u r a n e  où l a  f o r m a t i o n  d e  l ' i o n  e s t  c o n s é c u t i v e  à l a  1 
i 

s i m p l e  c o u p u r e  d e  l a  l i a i s o n  c a r b o n e - c a r b o n e  C4-Cg d u  s u c r e  r é d u c t e u r . '  

L e s  a u t r e s  h e x o s y l - h e x o s e s  à l i a i s o n  j-2, 1-3 e t  1-4 o n t  

d e s  s p e c t r e s  d e  m a s s e  t r è s  s e m b l a b l e s  : i l s  p r é s e n t e n t  t o u s  un  i o n  

d e  masse m/e 6 8 3  d o n t  l a  f o r m a t i o n  e s t  i d e n t i q u e  3 c e l l e  d e  l ' i o n  ~ 
Ba d e s  g l y c o s i d e s  p e r m é t h y l é s  ( v o i r  f i g u r e  36  p a g e 1 0 6  1. L e s  

l 

1 

d i s a c c h a r i d e s  à l i a i s o n  1-2 e t  1-4 p e u v e n t  t o u t e f o i s  & t r e  

d i f f é r e n c i é s  d e s  d i s a c c h a r i d e s  à l i a i s o n  1-3 p a r  l a  p r é s e n c e  d e s  1 
i o n s  d e  m a s s e  m/e 6 6 8  e t  m/e 5 7 8 ,  l e  s e c o n d  d é r i v a n t  d u  p r e m i e r  p a r  1 
l a  p e r t e  d ' u n e  m o l é c u l e  d e  t r i m é t h y l s i l a n o l .  

KAMERLINK e t  c o l l .  ( 5 2  ) r e p r e n n e n t  c e s  t r a v a u x  d e  

m a n i è r e  p l u s  p r é c i s e  d a n s  l e u r  é t u d e  s u r . l e s  a l d o s y l  o l i g o s a c c h a r i d e s  1 

p ~ r t r i m é f h y l s i l y l é s .  En d e h o r s  d e s  hexosyl-(1-1 ) - h e x o s e s ,  a i s é m e n t  ~ 
1 

c a r a c t é r i s é s  p a r  l e s  i o n s  d e  m a s s e  m/e 5 6 5 ,  5 5 3  e t  540, i l s  c o n f i r m e n t !  
I 

l a  c a r a c t é r i s a t i o n  d e s  hexosyl - (1-6)-hexoses  p a r  l ' i o n  d e  m a s s e  l 
m/e 5 8 3  e t  d i f f é r e n c i e n t  l e s  a u t r e s  h e x o s y l - h e x o s e s  à l i a i s o n  1-2, - 

56 9 1 3  e t  1-4 p a r  l a  v a l e u r  d e s  r a p p o r t s  m / e  S S ~  e t  m/e 660. 569 I l s  

569  c o n s t a t e n t  q u e  l e s  hexosy l - (1 -2 ) -hexoses  o n t  un r a p p o r t  m / e  - 
539 

é l e v é  p a r  r a p p o r t  a u x  d e u x  a u t r e s  h e x o s y l - h e x o s e s ,  a l o r s  q u ' u n e  

v a l e u r  é l e v é e  du  r a p p o r t  m / e  668 569 c a r a c t é r i s e  l e s  h e x o s y l - (  1-3 1- 

h e x o s e s .  L e s  mémes o b s e r v a t i o n s  s o n t  f a i t e s  s u r  l e s  d i s a c c h a r i d e s  

c o n t e n a n t  un p e n t o s e ,  e n  t e n a n t  c o m p t e  d e s  d i f f é r e n c e s  d e  m a s s e .  

L e s  p e n t o s y l - ( 1 - 6 ) - h e x o s e s  s o n t  c a r a c t é r i s é s  p a r  l ' i o n  d e  m a s s e  
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FIGURE 36 

F o r m a t i o n  d e  l ' i o n  n/e 583 . 
A : o r i g i n e  m a j e u r e  ; B : o r i g i n e  p o s s i b l e  ( l e  s u c r e  r é d u c t e u r  e s t  

s o u s  f o r m e  f u r a n e  ; 

F o r m a t i o n  d e  l ' i o n  m/e 6 8 3 ,  a n a l o g u e  d e  l ' i o n  B2 d e s  m o n o s a c c h a r i d e s  

p e r r n é t h y l é s .  

KOCHETKOV e t  c o l l .  ( 6 7 )  



107 

1 

m/e 481  ; c e l u i - c i ,  a n a l o g u e  d e  l ' i o n  m/e 5 8 3  d e s  h e x o s y l - ( 1 - 6 ) -  

h e x o s e s ,  c o n f i r m e  p a r  a i l l e u r s ,  l a  p o s i t i o n  n o n  r é d u c t r i c e  d u  s u c r e  I 

q u i  l e  c o m p o s e .  L e s  h e x o s y l - p e n t o s e s  se  c a r a c t é r i s e n t  p a r  c o n t r e  p a r  

l ' i o n  d e  m a s s e  m/e 4 6 7  a n a l o g u e  d e  l t i o n  d e  m a s s e  m / e  5 6 9  d e s  h e x o s y l - '  

467  p e u t  p e r m e t t r e  d e  d i s t i n g u e r  l e s  h e x o s e s .  L e  s e u l  r a p p o r t  m/e - 5 3 9  ~ 
h e x o s y l - p e n t o s e s  à l i a i s o n  1-2 e t  1-3 : il e s t  é l e v é  u n i q u e m e n t  

d a n s  l e  c a s  d e s  h e x o s y l - ( 1 - 2 ) - p e n t o s e s .  D a n s  l e  m é m e  a r t i c l e ,  l e s  

a u t e u r s  e s s a i e n t  e n  o u t r e  d e  d i f f é r e n c i e r  q u a t r e  t r i s a c c h a r i d e s  : e n  

d e h o r s  d e s  i o n s  p r é c é d e m m e n t  c i t é s  t o u j o u r s  u t i l e s  d a n s  l a  d é t e r m i n a -  

t i o n  d e  l a  s t r u c t u r e  d e  l t o l i g o s a c c h a r i d e  é t u d i é ,  l a  p r é s e n c e  d e  1 ' E c n  

d e  masse m/e 9 6 1 ,  à c 6 t é  d e  l t i o n  m/e 5 8 3  d a n s  l e s  s p e c t r e s  d e  m a s s e  ~ 
d e s  aldosyl-(1-6)-aldosyl-(1-6)-aldoses p e r m e t  d e  d i s t i n g u e r  1 

l 
ces d e r n i e r s  d e s  aldosyl-(1-6)-aldosyl-(1-4)-aldoses o ù  n e  

f i g u r e  d a n s  l e  s p e c t r é  q u e  l ' i o n  d e  masse m/e 5 8 3 .  C e t t e  o b s e r v a t i o n  : 
p e r m e t  a i n s i  d e  d é d u i r e  l a  l i a i s o n  a-b d e  t y p e  1-6 c a r a c t é r i s é e  : 
p a r  l ' i o n  d e  m a s s e  m/e 5 8 3  e t  l a  l i a i s o n  b-c d e  t y p e  1-4 p a r  ' 1  

l ' i o n  d e  masse m / e  9 6 1 .  

A l a  s u i t e  d e  ces t r a v a u x ,  l e s  memes a u t e u r s  a b o r d e n t  l ' é t u d e  ' 

d t o l i g o s a c c h a r i d e s  c o n t e n a n t  u n e  o u  p l u s i e u r s  u n i t é s  f r u c t o s e s  ( 5 4  ~ 
1 

p u i s  ce11 

p r é s e n c e  

e d e s  2 - a c é t a m i d o - 2 -  déoxy-aldohexosyl-hexoses ( 5 3  ) .  La 1 

d ' u n e  u n i t é  f r u c t o s e  s e  s i g ' n a l e  p a r  l ' i n t e n s i t é  i m p o r t a n t e  
1 I 

d e s  i o n s  d e  m a s s e  m / e  451 e t  m/e 961 (451-TMSOH) q u i  s t e x p l i q u e  p a r  

l a  s t a b i l i t é  s u p é r i e u r e  d e  l ' i o n  c é t o f u r a n o s e  p a r  r a p p o r t  à c e l l e  

d e  l ' i o n  h e x o p y r a n o s e .  Un a u t r e  i o n  d e  m a s s e  m / e  4 3 7  c a r a c t é z i s e  l 

l a  p r é s e n c e  d u  c é t o s e  ; il e s t  p l u s  p a r t i c u l i è r e m e n t  i n t e n s e  d a n s  

l e  cas  d e s  g lycosy l - (1 -1 ) -  e t  (1-2) -cé toses  : d a n s  l e  p r e m i e r  

cas  il r é s u l t e  d e  l a  s i m p l e  c o u p u r e  d e  l a  l i a i s o n  c a r b o n e - c a r b o n e  



Cl - C2 et dans' le second cas d'un mécanisme de réarrangement 

(figure 37 page 109  1. L'ion de masse m/e 815 est observé lorsque 

l'ion précédemment cité (m/e 437)a une unité hexose qui lui est 

liée sur les carbones 3, 4, 5 ou 6 et témoigne de la position interne 

dé cétose. Ces deux derniers ions suffisent ainsi pour déceler la 

présence et la position de l'unité cétose au sein de 1'0li~asaccharide.~ 

Une série complémentaire d'ions caractérise la séquence des unités 

cétoses dans la chaPne des oligosaccharides de masses plus élevées, 

chacun de ces ions différant-d'une unité cétose (m/e 671, 1049 l 

(641 + 378), 1427 (671 + 2x378) ; la formation de ces ions est 

illustrée figure 37 page 109 . Des travaux accomplis entre-temps 
par BINKLEY et coll. ( 6 ) sur des oligosaccharides de nature végétale 

à noyau sucrose avaient déjà souligné l'importance de la plupart de l 
cas  ions. Un des aspects intéressants de ces derniers travaux réside 

dans l16tude de ces mêmes oligosaccharides sous forme polyacétate. 1 
La présence notamment de deux ou plusieurs fructoses liés entre eux 

est à l'origine de la formation d'un ou deux ponts méthylène qui 

facilitent le départ du cétose terminal emmenanB avec lui un groupe- 

ment acétyl du cétose qui lui est lié (figure 38 page110 ) .  

L'étude des 2 - a c é t a m i d o - 2 - d é o x y - a l d o h e x o s y l - a l d o h e x b s s  par 
t 

KAMERLING et coll. (53 ) apporte également de précieux renseignements. 

Les auteurs remarquent tout d'abord que la somme des intensités des 

ions m/e 420 et m/e 330 est plus élevée que celle des intensités des 

ions m/e 451 et m/e 361quand le sucre aminé est en position non 

réductrice. Le rapport entre ces totaux est inverse quand l'osamine 

est en position réductrice. Les deux premiers ions se composent du 1 
sucre aminé après coupure de la liaison glycosidique, le deuxième 
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F I G U R E  37 

Fragmentation d'oligosaccharides à unités fructose analysés sous 

forme t r i m é t h y l s i l y l é e ( K A P I ? E R L I N G  et cell. (54)). 

A : formation de l'ion m/e 437 ; 

B : formation des ions mW/e 671, 1049 et 1427 ; m/e 671 : X = G ; 
P 

( GP 
: hexopyranose ; Fruf : fructofuranose ) 





étant issu du second par perte d'une molécuLe de triméthylsilanol ; 

les deux ions suivants comprennent l'unité monosaccharide neutre. 

Ensuite,seuls les hexosaminyl-(1-6)-hexoses se différencient des 

autres par la présence d'un pic de masse m/e 552 analogue de l'ion 

de masse m/e 583 des hexosyl-(1-6)-hexoses. Les autres hexosaminyl- 

hexoses sont en effet difficiles à distinguer notamment-par des l 
rapports analogues à ceux des disaccharides neutres. Un critère est 

cependant suggéré pour déterminer la liaison glycosidique : le rapport 

(1-2)- et -(l-3)-hexoses et inférieur b celle-ci dans le cas 1 

21 Il est supérieur à l'unité dans le cas des hsxosaminyl- m/e - 204 

des hexosaminyl-(1-4)- et -(l-6)-hexoses, L'arrivée d'une 

I 

nouvelle fonction semble ainsi compliquer les tentatives de différenciz 

tion des sucres et nécessite d'autres apports d'information (chromate- 1 

graphie en phase gazeuse, résonance magnétique nucléaire). CODUTI et 

BUSH ( 17) dans leur étude du chitobiose (GlcNAc 1-4GlcPIAc) et 

d'un disaccharide isomère (GlcNAc 1-6Glc~~c) ne peuvent apporter 

d'éléments supplémentaires pour différencier les sucres ; ici, la 

distinction est facile à cause de l'ion de masse m/e 552 caracté- 1 
ristique de la liaison du type 1-6. 

Ces différents travaux sont maintenant l'outil de base pour l 
lès études de structure des glycoco~jugués de lait comme le montrent 1 

1 

les travaux de von NICOLA1 et coll. ( 96 et KANERLING et colle ( 5 5  

Le fucosidolactose et le difucosidolactose, présents dans le lait 

de femme ( 9 6 ) ,  sont des 02igosaocharides branchés, un puis deux sésldus 

venant se brancher sur le lactose précurseur. Au niveau du spectre l 
de masse, ces branchements se traduisent par l'apparition de nouveaux 1 
fragments dont la masse est supérieure d'une masse multiple de 290 



minyl-lactose sont également examinés. En dehors des fragments 

caractéristiques de la séquence, ils peuvent étre diffgrenciés par 

l'ion de masse m/e 784 spécifique uniquement de la liaison 1-6 

I entre deux sucres. 1 

A la lecture des analyses obtenues par la spectromEtrîe de 

masse, il est visible que les éthers méthyliques et triméthylsilylés 

des oligosaccharides peuvent Btre déterminés sans grande difficulte. 1 
l 

I Le principal obstacle provient de la masse des produits car les 1 
1 

fragments de masse élevée sont parfois diffici.les à obtenir ou ont 

une très faible intensité. En ce sens, la méthylation des oliga- 

1 saccharides est plus'intéressante car elle alourdit beaucoup plus 1 
faiblement la masse des composés par rapport à la triméthylsilylation ; 

elle permet d'envisager l'analyse aisée de composés comprenant jusqu'k 

quatre à cinq monosaccharides. En outre, .l'étude des oligosaccharidrs 

sous forme méthylglycosyl alditols facilite la détermination de La 

liaison qiu intéresse le monosaccharide en position-réductrice, 

comparativement aux méthylglycosides. Ceux ont également des frag~ents 

caractéristiques mais leur fragmentation ,est beaucoup plus complexe. 1 
C - RESULTATS DES AUTRES I O N I S A T I O N S  

1 - Analvse par ionisation chimique 
Le nombre de travaux faisant appel à l'ionisation chimique 

est encore relativement limité. La raison principale se trouve au 

niveau des résultats de l'ionisation par impact électrcnique qui 

apporte un maximum d'informations concernant la structure d'un cernposc':.i 



La détermination de la masse moléculaire est le seul renseignement 

manquant. L'ionisation chimique a été abordée 3 dans - ce sens. Les 

quelques travaux qui ont été entrepris montrent aussi qu'elle ren- 

seigne sur la séquence des composés. Les gaz ionisants les plus 

utilisés sont l'isobutane, l'ammoniac et le mélange isobutane-ammoniac, 
l 

Les résultats sent fort différents selon la nature du gaz : lliso- 
l 

1 butane provoque, à c8té de l'ionisation de la molécule, une fragmenta-; I 

tion assez poussée (49 ) ,  contrairement à llammoniac et au mélange 

isobutane-ammoniac dans lequel l'ion ammonium est dominant. 
. 1 

CHIZHOV et coll. (16 ) ont étudié récemment l'ionisation 1 
. . 1 

chimique de disaccharides et trisaccharides sous la forme d'alditols l 
l perméthylés. Ils comparent lors de ce travail les résultats de 

l'ionisation chimique par Pe mélange isobutane-ammoniac et lfisobutane 

seul. Le mélange ionisant apporte très peu de renseignements : le I 

+ spectre se limite au complexe molécule-ion ammonium ( M  + NH4) , très 1 
intense et à quelques ions peu abondants dont l'ion moléculaire 1 

+ i 
protonisé par un atome d'hydrogène (MH) et certains ions contenant i 

I 
1 la partie réductrice de l'oligosaccharide. D'autres ions d'intensité 
l 

moyenne sont présents mais 1eur.présence n'a pas trouvé d'explication. 1 

1 
Par contre, les spectres de masse obtenus avec l'isobutane sont 

l l 
beaucoup plus intéressants. Deux séries d'ions sont présents : l'une 1 

l 

correspond à la partie non réductrice (partie glycosyl 6) : G+,  

(G-CH~OH)', (G-~XCH~OH)', l'autre la partie réductrice (partie 

alditol A) : (AOH~)', A', (A-cH~oH)+. L'ion AOH2 résulte de la 
, 

protonation de la molécule sur l'oxygène de la liaison glycosidique i 
1 

puis de la coupure de celle-ci avec transfert d'un atome d'hydrogène 

sur l'alditol ; la fragmentation MH+-AOH est confirmée par un 2 



ion métastable. Les auteurs dégagent en outre une relation entre le 1 
A +  

rapport ( A O H ~ )  + et le type de liaison entre les deux derniers sucres : 
I 

cette relation est vérifiée pour tous les oligosaccharides etudiés. 
l 

1 
Les ions MH+ et (MH+-CH~OH) figurent également dans le spectre de 1 
masse des sucres analysés. Les principaux fragments et leur formation 

I sont présentés dans la figure 39 page 115 . l 
AND0 et coll. ( 1  ) font les memes observations lors de leur i 

6tud.e sur des oligosaccharides qu'ils ont préféré isoler de leur 

' substrat glycolipidique à fin de simplification. Ces sucres sont 

I analysés sous forme méthylglycosyl alditcl peracétylés, de préférence l 

i 

aux éthers méthyliques et triméthylsilylés car ils fournissent I 
l 

davantage d'informations. Le spectre d'ionisation par1 l'ammoniac 

présente peu de fragments t l'ion (M+NH~)+ est très abondanteet 

les ions contenant la partie réductrice sont présents ; ces résultats ' l 
sont très comparables avec ceux obtenus avec les oligosaccharides 1 
perméthylés. L'isobutane permet d'obtenir de plus amples renseigne- 1 
ments : les principaux fragments sont issus de la coupure des l 
liaisons glycosidiques qui donnent un fragment secondaire par perte 1 
d'une molécule d'acide acétique ; parmi les ions de masse élevée, 1 
ils observent les ions (MH)+ et (M-59)'. 

I 

L'ionisation par l'isobutane est également très utile à 

MURATA et coll. ( 8 3 )  qui peuvent caractériser les cérébrosides, 

lesquels sont analysés sous forme triméthylsilylée. La fragmentation ! 
est simple : le monosaccharide (glucose ou galactose) est caractgrisé 

par les ions m/e 451, 361 (451 -TMSOH) et 272 (451-2xTMSOH) et l'ion 

m/e 467 couramment observé lors de la fragmentation des glycolipides 

par impact électronique. Quant aux acides gras, ils sont assez a i s e m e n  

identifiés par plusieurs séries de fragments caractéristiques. 1 
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~ r i n c i ~ a u x  f r a g m e n t s  o b t e n u s  p a r  i o n i s a t i o n  c h i m i q u e  ( i s o o u t a n e )  

d u  ~ l c - p - (  1 - 2 ) - G l u c i t o l  p e r m e t h y l é .  

C H I Z H O V  e t  c o l l .  ( 1  6 )  



D'après ces résultats encore très fragmentaires, il est 

logique de penser que l'ionisation chimique va prendre -de l'impor 

tance dans l'avenir, notamment celle qui est réalisée avec l'iso- 

butane ; elle fournit non seulement l'ion moléculaire mais aussi 
1 

des ions très utiles B la détermination de la séquence et de la 1 
structure du composé analysé. Elle apparait d'ailleurs de plus en 

plus souvent dans les analyses par impact électronique comme 

technique complémentaire. I 

1 

2 - Anal-vse par ionisation de champ 
l 

Cette ionisation a été abordée pour l'étude des produits l 
l 

instables ; dans les conditions de l'analyse courante par ionisation 

chimique ou par impact électronique, les sucrCs non substitués le 

sont. Les'premi&res expériences ont surtout porté sur les mono- l l 
saccharides non dérivés. 

Plus récemment, KRONE et BECKEY ( 71 ) ont analysé en parallèle 

les sucres non substitués et méthylés à titre de comparaison. En ce 

qui concerne les premiers, ils observent dans la zone de la masse 

moléculaire du composé quelques pics dont ceux correspondant aux 

fragments [M+1] + et M'. Lorsqu'ils méthylent, ils remarquent que 

ltintensit8 du fragment M+ augmente avec le degré de méthylation, 
1 

comparativement au. fragment [ M+I]'. L'ion [M+I - H ~ O ] +  est le plus 1 
i 

abondant des ions de masse élevée. D'autres fragments sont présents ' 
et sont attribués à une possible décomposition thermique. Les sucres 1 
(nano-, di- et trisaccharides) ont également été étudiés sous forme l 
perméthylée ( 7 2  ) : l'ion moléculaire es+ toujours présent. Dans le 

cas des-monosaccharides, on observe d'autres ioas de masse m/e 235 1 
l [M- CH^]', 219 [ N - O C H ~ ] +  et 205 [ M - c H ~ o c H ~ ] + .  Blusieurs ions caract6rxs- 

t 



tiques des liaisons glycosidiques dans les spectres de masse des 

oligosaccharides sont identifies et leur intensité semble & e m r  gtre 

liée à $a nature de la liaison. 

La  désorption de champ a été réalisée sur les sucres per- 

méthylés. Un seul ion intense est observé t il s'agit de l'ion 

moléculaire. Ce type d'ionisation peut donc dtre en conséquence 

une analyse très utile si l'on veut connartre uniquement la masse 

moléculaire d'un composé. 



TRAVAUX EFFECTUES 

AU LABORATOIRE 



1 - MATERIEL ET METHODES 

A - ETUDE PAR ÇPECTROMETRIE D E  MASSE D'OLIGOÇACCHARIDEÇ 

APPARTENANT A U X  ÇTRUCTURES GLYCANNIQUES 

1  - P r é p a r a t i o n  du q l y c o p e p t i d e  C3 d e  l l o v o m u c o l d e  
\ 

L1ovomucoIde  du  b l a n c  d l o a u f  d e  p o u l e  a  é t é  p r é p a r é  s e l o n  

l a  m é t h o d e  d e  FREDERICQ e t  DEUTSCH ( 3 5  ) d o n t  l e  p r o t o c o l e  e s t  

p r é s e n t é  d a n s  l a  f i g u r e  4 0  p a g e  1 2 0  . .  

LtovomucoPde  a i n s i  i s o l é  e $ t ; s o u m & s  à u n e  h y d r o l y s e  p r o n a s i q u e  , 
s e l o n  YAMASHINA e t  M A K I N O  ( 9 9 )  q u ' o n t  mise a u  p o i n t  MONSIGNY e t  

c o l l .  ( 01 1 .  L ' h y d r o l y s e  e n z y m a t i q u e  e s t  e f f ec tuée  d a n s  l e s  c o n d i t i o n s  

s u i v a n t e s  : r a p p o r t  e n z y m e - s u b s t r a t 1 : 5 0  d a n s  a c é t a t e  d e  c a l c i u m  0,011;, 

pH 8, 37OC, 4 8  h e u r e s  ; l e  pH e s t  m a i n t e n u  c o n s t a n t  p a r  a d d i t i o n  d e  

s o u d e  IN,. A l a  f i n  d e  l a  r é a c t i o n  e n z y m a t i q u e ,  l ' h y d r o l y s a t  e s t  

amené à pH 4 , 5  p a r  a d d i t i o n  d ' a c i d e  a c é t i q u e  g l a c i a l ,  c o n c e n t r é  p u i s  

s o u m i s  à u n e  p r é c i p i t a t i o n  p a r  d i x  v o l u m e s  d ' é t h a n o l  a b s o l u  p e n d a n t  

2 h e u r e s  à 20°C p u i s  1 8  h e u r e s  ZI 4 O C  a v a n t  d ' ê t r e  c e n t r i f u g é  

( 4 0 0 0  t o u r s / m i n u t e , . p e n d a n t  1  h e u r e ) .  Le p r é c i p i t é  e s t  r e p r i s  p a r  

d e  l ' a c é t a t e  d e  c a l c i u m  0,OlM d e  pH 8 e t  s o u m i s  à d e u x  a u t r e s  h y d r o -  

l y s e s  p r o n a a i q u e s  d a n s  l e s  c o n d i t i o n s  q u i  v i e n n e n t  d l @ t r e  d é c r i t e s .  

Le d e r n i e r  p r é c i p i t é ,  a p p e l é  f r a c t i o n  g l y c o p e p t i d i q u e  1, e s t  r e p r i s  
e 

p a r  d e  l ' e a u  d i s t i l l é e  e t  s u b i t  u n e . s é r i e  d e  p u r i f i c a t i o n s  comme 

l ' i n d i q u e  l a  f i g u r e  41 p a g e  121 p o u r  d o n n e r  l a  f r a c t i o n  g l y c o -  

p e p t i d i q u e  I I ,  ' L 1 é l u t i o n  d e  c e t t e  f r a c t i o n  p a r  l ' e a u  d i s t i l l é e .  s u r  

S é p h a d e x  6-25 c o n s t i t u e  l a  d e r n i è r e  é t a p e  d e  p u r i f i c a t i o n  ( é l i m i n z -  

t i o n  d e s  d e r n i e r s  p e p t i d e s ) .  E n f i n ,  l e s  g l y c o p e p t i d e s  d e  l a  f r a c t i o n  

S é p h a d e x  s o n t  s é p a r é s  s u r  Dowex 50x2  (200-400 mesh)  : un p r e m i e r  

p a s s a g e  d ' e a u  d i s t i l l é e  p e r m e t  d l é l u e r  l e  g l y c o p e p t i d e  a e t  un 



B l a n c  d ' o e u f  

H o m o g é n é i s a t i o n  

A j u s t e m e n t  3 pH 3 , 5  ( HîSOp, I N  ) 

P r é c i p i t a t i o n  T r i c h l o r a c é t a t e  d e  s o d i u m  

à 1 0  p .  1 0 0 ,  pH 3 .  ( 1  v o l .  1, 

a j u s t e m e n t  à pH 3 , 5  ( H;S04, 1 NJ* 

F i l t r a t i o n  s u r  f i l t r e  B h c h n e r  

P r é c i p i t é  

1. I A j u s t e m e n t  à pH 6 ( NaOH, 0 ,5N ) 

A d d i t i o n  d ' é t h a n o l  à 9 5  p .  1 0 0 ,  2  v o l .  

C e n t r i f u g a t i o n  1 500  t r s / m n ,  2 0  mn 

S u r n a g e a n t  

D i l u t i o n  d a n s  e a u  d i s t i l l é e  

D i a l y s e  

F i l t r a t i o n  

1 
F i l t r a t  I I  

c o n t ~ e  eau d i s t i l l é e  

P o u d r e  ovomucoPde  b r u t  

.FIGURE 40 

P r é p a r a t i o n  d e  l l o v o m u c o i d e  ( s e l o n  FREDERICQ e t  DEUTSCH ( 35 1 ) .  



F r a c t i o n  g l y c o p e p t i d e  1 

D i l u t k n n  d a n s  e a u  d i s t i l l é e  

A d d i t i o n  d ' a c i d e  t r i c h l o r a c é t i q u e  2i 1 0  51 
1 v o l . ,  18h., 2OC 

C e n t r i f u g a t i o n  

P r é c i p i t é  

P u r i f i c a t i o n  s u r  é c h a n g e u r  d ' i o n s  

Dowex 5 0 x 8  e t  D u o l i t e  A î02D 

( e a u  d i s t i l l é e )  

P r é c i p i t a t i o n  p a r  é t h a n o l  1 0  v o l .  

C e n t r i f u g a t i o n  

I 
1 t 

S u r n a g e a n t  P r é c i p i t é  

F r a c t i o n  g l y c o p e p t i d i q u e  I I  

P u r i f i c a t i o n  s u r  S é p h a d e x  G 2 5  

( e a u  d i s t i l l é e )  

i 
F r a c t i o n  5 é p h a d e x  

1 
Dowex 50x2 II 

E a u  d i i t i l l é e  G r a d i e n t  

f o r m i a t e  d e  p y r i d i n e  

I 
I- G l y c o p e p t i d e  l 1 

G l y c o p e p t i d e  P 

FIGURE 41 

P r é p a r a t i o n  d u  g l y c o p e p t i d e  d e  l ~ o v o m u c o ï d e  ( s e l o n  f - K I M Ç I G N Y  e t  

c o l l .  ( 81 ) ) .  
r 



gradient formiate de pyridine d'abord le glycopeptide puis le P 
glycopeptide 8 .  

2 - Acétolyse du q1vcope.ptide de lfovomucoïde 
I 

L'acétolyse du glycopeptide de l'ovomucoïde a été réalisÉe P 
dans les conditions indiquées par BAYARD et coll. ( 2 ) .  Le 

glycopeptide (259) est acétolysé par,le mélange acide acétique/ 

anhydride acétique/acide sulfurique 10/10/1 , à raigon de 1 g de 

glycopeptide pour 25411 du mélange, pendant 4 jours à 20°C et sous 

agitation. Lfacétolysat est versé goutte à goutte sur 75g de glace 

pilée ; après décongélation, le pH de la solution est amené à pH 4 , s  

par addition dfhydrogénocarbonate de sodium en poudre. La gelée 

obtenue est extraite 8 fois par 200 ml de chloroforme. Les extraits 

chloroformiques sont rassemblés, lavés par 150 ml du solution aqueuse 

d'hydrogénocarbonate de sodium à 1$, séchés sur chlorure de calcium 

anhydre puis concentrés 2 environ 20 ml. Enfin, les glucides per- 

acétylés sont précipités quantitativement par 21;dféther de pétrole. 

Deux phases sont ainsi isolées : une phase aqueuse et une phase 

chloroformique (figure 42 page 127). 

Une fraction basique II est extraite de la phase aqueuse 

par passage de celle~ci sur une colonne h1échangeur de cations et 

élution de la colonne par une solution d'ammoniaque à 5%. 

La phase. chloroformique est saponifiée par une solution 

méthanolique de méthylate de sodium à 1 O-' M à 4'C pendant une 

heure, puis débarassée du sodium par.passage sur une colonne de 

Dowex 50x8 (25-50 rnesh, forme H'). La solution obtenue est alors 

fractionnée sur des colonnes (8x60 cm) de Dowex 50x2 (100 mesh, 



Glycopeptide 

de 1~ovomucoPde 

Acide acétique 10 

Acétolyse Anhydride acétique 10 

Acide sulfurique 1 

4 jours, 20°C, sdus agitation 

1 Extra$ffon Chloroforme 

I 
Phase aqueuse 

Ether de pétrole 

1 
Phase oraaniaue 

1 Saponification 

Méthylate de sodium, 6h., 4OC 

basique Fraction 

acide 

! Fraction neutre 

Oligosaccharides neutres 

1 

I Chromatographie sur charbon 

grqdient discontinu en éthanol dsns eau 

(1,5 à 15 6 )  
I 

Fractions charbon 

FNC 1,5 à FNC 15 % 

Chromatographie sur papier 

Electrophorèse sur papier 

t 
Oligosaccharides purifiés 

FIGURE 42 

Isolement des oligosaccharides obtenus après acétolyse du glyco 

peptide P de l'ovomucoïdc (selon BAYARD et coll. ( 2 1 ) .  



- 
f o r m e  H') e t  d e  D u o l i t e  A1 02D (25-50 mesh,  f o r m e  HC02 ) .  Deux 

f r a c t i o n s  s o n t  i s o l é e s  : u n e  f r a c t i o n  n e u t r e  q u i  n ' e s t  p a s  r e t e n u e  

s u r  l e s  é c h a n g e u r s  e t  u n e  f r a c t i o n  b a s i q u e  1 a d s o r b é e  s u r  l ' é c h a n g e u r  

d e  c a t i o n s  u l t é r i e u r e m e n t  é l u é e  p a r  u n e  s o l u t i o n  a q u e u s e  d ' ammoniaque  

3 - I s o l e m e n t  d e s  o l i s o s a c c h a r i d e s  d e  l a  f r a c t i o n  n e u t r e  d e  1 
I 

l ' a c é t o l v s a t  

La f r a c t i o n  n e u t r e  d e  l ' a c é t o l y s a t  e s t  s o u m i s e  à u n e  chro rna to -  ' 
1 
l 

g r a p h i e  s u r  u n e  c o l o n n e  d e  c h a r b o n - c é l i t e  : c e l l e - c i  e s t  d 9 a b o r d  l 

1 

l a v é e  p a r  5  1 d ' e a u  d i s t i l l é e  q u i  p e r m e t t e n t  d ' é l i m i n e r  l e  g a l a c t o s e  i 

e t  l e  mannose  p u i s  é l u é e  p a r  d e s  s o l u t i o n s  a q u e u s e s  d ' é t h a n o l  à 1 , 5 ,  1 
3 , 5 ,  5 ,  7 , 5 ,  1 0  e t  15% ( v  : I V )  ( 3  ) .  L e s  o l i g o s a c c h a r i d e s  d e  c h a q u e  

f r a c t i o n  (FNC 1 , s  21 FNC 1 5 )  s o n t  6 ~ 0 3 6 s  p u i s  p u r i f i é s  p a r  c h r o r n a t o -  1 
g r a p h i e  s u r  p a p i e r  Whatman 3 d a n s  l e s  s y s t è m e s  s o l v a n t s  s u i v a n t s  : I 

1 )  a l c o o l  b u t y l i q u e / e c i d e  a c é t i q u e / e a u  : 4 / 1 / 5  ( v  : v ,  p e n d a n t  1  

à 4 j o u r s )  ; 2 )  a c é t a t e  d ' 6 t h y l e ' / p y r i d i n e / a c i d e  a c é t i q u e / e a u  : 

l 5/5/1 /3  ( v  : v ,  p e n d a n t  1 à 2  j o u r s ) .  Une é l e c t r o p h o r è s e  s u r  p a p i e r  1 
I 

Whatman 3  ( t a m p o n  b o r a t e  d e  s o d i u m  à 146 d e  pH 9 , 2 ,  7 v o l t s / c m ,  l 
1 

4 h e u r e s )  e s t  p a r f o i s  n é c e s s a i r e  p o u r  o b t e n i r  c e r t a i n s  o l i g o s a c c h a r i d e s i  
a 

à l ' é t a t  p u r ,  l e s q u e l s  s o n t  p u r i f i é s  p a r  p a s s a g e  s u r  une  p e t i t e  , 
l 
l 

c o l o n n e  d e  c h a r b o n  é l u é e  e n s u i t e  p a r  u n e  s o l u t i o n  a q u e u s e  d ' é t h a n o l  1 
I 

4 - C o m ~ o s i t i o n  m o l a i r e  e n  s u c r e s  d e s  o l i q o s a c c h a r i d e s  

La c o m p o s i t i o n  m o l a i r e  d e s  o l i g o s a c c h a r i d e s  a é t é  d é t e r m i n é e  

p a r  l a  m é t h o d e  d e  ZANETTA ( 1 0 1 )  : c h a q u e  o l i g o s a c c h a r i d e  e s t  



méthanolysé par l'acide chlorhydrique 0,5N pendant 24 heures à 
l 
i 

100°C, séché.sous azote et trifluoroacétylé dans le mélange 1 
anhydride trifluoroacétique/dichlorométhane ( 1 : 1 )  pendant 

1 

l 

deux fois 5 minutes à 150°C. Les dérivés trifluoroacétylés des 

sucres sont ensuite analysés par chromatographie en phase gazeuse 1 

dans les conditions suivantes : colonne de verre (0,3x300 cm) l 

garnie de Varaport 30 enrobé dlOV 210 à 5% ; programmation de 

température de 110 à 210°C à raison de 1°C par minute ; débit 

d'azote : 7,5 ml par minute. 

5 - Détermination de la structure des oliqosaccharides Dar i 
la méthode de la méthvlation 

La structure des oligosaccharides a été déterminée par la 

méthode décrite par FOURNET ( 31 ) .  - Les oligosaccharides sont 

d'abord perméthylés selon la méthode de HAKOMORI (38 ) : l1oligo- 

saccharide anhydre (1 à 2:mg) est dissou% dans le diméthylsulfoxide i 
(1 ml) dans un bain ultrasonique pendant quelques minutes ; une 

l 

solution de méthylsulfinylcarbanian (0,s ml) est alors ajoutée et 1 
le mélange de nouveau soumis à sonication pendant 30 minutes avant 

ltintroduction de l'iodu~e de méthyle (1 ml). La méthylation sleffectu( 
I 1 

alors pendant 1 heure sous azote et sous sonication. L~oligosacçharide, 

méthylé est repris par 10 ml de chloroforme ; la solution chloro- 
l 
! 

formique est purifiée par 3 faiis'5 ml d'eau distillée puis séchée i 
l 

sur sulfate de sodium et concentrée. Pour terminer la purification, I 1 

les oligosaccharides sont passés sur microcolonne de Silicagel I 

i 
(Kieselgel 70-325 mesh, Darmstadt) : la colonne de silice est d'abord 1 
lavée par 10 ml de chloroforme puis les oligosaccharides élués 



- / " i -s  

sélectivement par 10 ml du mélange chlosoforme/méthanol 95/5 

(v : v) (100 ) .  Les oligosaccharides réduits sont ensuite hydro- 

lysés par l'acide chlorhydrique 4 N  pendant 4 heures à 100°C puis 

soumis à une électrophorèse préparative sur papier à pH 3,9 qui 

permet d'effectuer la séparation des monosaccharides neutres 

(fraction neutre) et des osamines (fraction basique). Ces fractions 

sont analysées en chromatographie en phase gazeuse : colonne de 

verre (0,3x300 cm) remplie de êhromosOrb W - A W  HMDS enrobé de 3% 

de Carbowax 6000 ; température de la colonne : 170°C ; débit d'azote : 

30 ml par minute. 

6 - Préparation des oliqosaccharides sous la forme de 
méthvlql~cosvlaldito1s perméthvlés 

Les différents oligosaccharides isolés ont été analysés en 

chromatographie en phase gazeuse et en spectrométrie de masse sous 

forme de méthylglycosylalditols perméthylés. 

Avant dt&tre perméthylés selon le protocole de HAKOMORI 

décrit page 125, les oligosaccharides sont réduits comme suit : 

1 mg dtoligosaccharide est dissout dans 5 ml d'eau distillée à 

laquelle on ajoute ensuite 10 mg de borodeutérure de sodium ; la 

réduction se réalise ainsi pendant une nqit à la température du 

laboratoire. La réaction terminée, la solution est amenée à pH 4 

à l'aide de Dowex 50x8 (25-50 mesh, forme H'), filtrée puis concentrée. 

L'acide borique en excès est éliminée par codistillation sous vide 

avec le méthanol. Ltalditol est repris par de l'eau puis lyophilisg. 



7 - Chr6matoqraphie en phase gazeuse des méthvlqlvcosvl- 

alditols perméthvlés. 

Les dérivés des oligosaccharides sont analysés en chromato- 

l graphie en phase gazeuse dans les conditions suivantes : appareil 1 

Varian Aérograph 2100 ; colonne de verre (0,3x100 cm) remplie de 

Supelcoport enrobé de Dexil 300 à 1% (p : p) ; température de 

l'injecteur : 200°C, du détecteur : 300°C ; débit de gaz vecteur 

(azote) : 40 ml/par minute ; programmation de température de 150 à 1 

I 
300°C à raison de 4OC/par minute pour les di- et trisaccharides, 

1 

I de 200°C à 300°C à raison de 4OC par minute pour les tétrasaccharides. l 

1 

1 Les temps de rétention ont été calculés par rapport au maltotriose 1 
réduit et perméthylé dans les conditions décrites ci-dessus. Les 1 

1 
oligosaccharides ont également été analysés en mélange dans les 1 
conditions très similaires : les di- et trisaccharides sont séparés i 

l 

I 
sur colonne (0,3x300 cm) remplie de Dexil 300 à 1% en programmation 

1 
de température de 200° 'à 320°C à raison de 2OC par minute ; les 

conditions d"1ution précédemment décrites pour l'analyse des 

l 
1 

tétrasaccharides ont été reprises pour obtenir la séparation des 1 

tri- et tétrasaccharides. 

I 

8 - Spectrométrie de masse des oliqosaccharides 
Chaque oligosaccharide a été analysé en spectrométrie de 

masse par introduction directe et par couplage avec la chromato- 

1 graphie enSphase gazeuse (appareil Girdell) dans les conditions 1 
décrites plus haut. Les tétrasaccharides et le pentasaccharide 

I n'ont pu étre étudiés que par introduction directe. L'analyse est l 
I 

réalisée sur. un spectromètre de masse magnétique BEI-MS-30. Les 



conditions de l'ionisation par impact electronique sont les 

suivantes : énergie d'ionisation : 30 eV ; courant d'ionisation : 

100 A (microampères) ; tension d'accélération : 4 kV  ; température P 
de la source : 150°C. Celles de l'ionisation chimique sont comme 

suit : gaz ionisant : isobutane ; pression du gaz ionisant : 1 torr ; 

température de la source : 150, 200°C ; courant d'ionisation : 500 P A .  

B - APPLICATION DE LA SPECTROMETRIE DE MASSE A L'ETUDE DE LA 
STRUCTURE DU GLYCOPEPTIDE GP V-5 DE L ~ O R O S O M U C O ~ D E  

1 - Préparation du qlycopeptide GP V-5 
Le glycopeptide GP V-5 a été isolé de l~orosomucoïde selon 

le procédé de ÇCHMID et coll. ( 89) ; il est l'un des 26 glyco- 

peptides qui ont été obtenus à partir de l~orosomucalde et dant 

la préparation comporte un grand nombre d'étapes ; les auteurs 

voulaient obtenir des glycopeptides très purs afin de mieux définir 

les sites de fixation et la composition des différents glycannes. 

a) hydrolyse chymotrypsique de llorosornucoïde .......................................... 
Avant d'être soumis à la digestion chymotrypsique, lloroso- 

mucolde isolé du plasma humain a été prÉ5alahlement désialylé ( 8 7  ! 

puis réduit et carboxyméthylé (51 ) .  L'hydrolyse enzymatique de 

l'orosomucoïde ainsi modifié (4,5 g) a lieu dans des conditions 

conventionnelles (rapport enzyme-substrat B : 50, pH : 8,2, 37OC, 

3 heures). L'hydrolysat obtenu est lyophilisé, puis dissout dans 

50 ml d'une solution d'acide acétique à 10 $I et purifié sur Çephadex 

G-25 (colonne de 7,5x97 cm). 

b) séparation des glycopeptides "chymotrypsiques" ------------------.------------------- --^---Y- 

Les différents glycopeptides sont dQabord fractionnés sur 

Nous remercions Nessieurs le Pr J. DEFAYE et C. BOÇÇO, du CERMAV de 

GRENOBLE, qui ont effectué les analyses de spectrométrie de masse 

(ionisation par impact électronique et ion2sation chimique). 

-- -- 
ph -- 



c o l o n n e  d e  D E A E - C e l l u l o s e  : l a  c h r o m a t o g r a p h i e  d o n n e  t r o i s  f r a c t i o n s  : 
q u i  s o n t  à l e u r  t o u r  f r a c t i o n n é e s  s u r  c o l o n n e  d e  C M - C e l l u l o s e  t 

c h a c u n e  d ' e n t r e  e l l e s  e s t  a i n s i  s u b d i v i s é e  e n  une  f r a c t i o n  homogène  
l 

e t  u n e  f r a c t i o n  h é t é r o g è n e ,  l a q u e l l e  e s t  s o u s - f r a c t i o n n é e  s u r  c o l o n n e  1 
i 

d e  C M - C e l l u l o s e  o u  d e  Dowex 50 ( 2 0 0 - 4 0 0  m e s h ) .  Le c r i t è r e  d 'homo- l 
1 

g é n é i t é  e s t  d é f i n i  p a r  r a p p o r t  à u n e  é l e c t r o p h o r è s e  à h a u t  v o l t a g e  I 

l 
( 4 0  V / c m ,  9 0  mn) .  D i x  f r a c t i o n s  s o n t  o b t e n u e s ,  c h a c u n e  d ' e n t r e  e l l e s  l 

r e c e v a n t  un c h i f f r e  r o m a i n  ( I a ,  I b ,  I c ,  I I a ,  I I b ,  I I c ,  I I I a ,  I I I b ,  

I V  e t  V ) .  D ' a p r è s  l ' a n a l y s e  d e s  s é q u e n c e s  e n  a m i n o - a c i d e s ,  l e  nombre  1 
d e s  f r a c t i o n s  e s t  r a m e n é  à c i n q  : I a ,  I b  e t  Ic  f o r m e n t  u n e  f r a c t i o n  I , ,  

I I a ,  I I b , * 1 1 c  u n e  f r a c t i o n  I I  e t  I I I a  e t  I I I b  une  f r a c t i o n  I I I .  Ce 1 
l 

c h i f f r e  v i e n t  c o n f i r m e r  i c i  l e  nombre  d e  s i t e s  d e  g l y c o s y l a t i c n  

q u i  a v a i e n t  é t é  d é m o n t r é  a n t é r i e u r e m e n t  ( 5 0 , 8 8 )  

c )  h y d r o l y s e  p r o n a s i q u e  d e s f r a c t i o n s  1 à V ---------------------------------------. 

L ' h y d r o l y s e  e n z y m a t i q u e  a  l i e u  d a n s  l a s  c o n d i t i o n s  s u i v a n t e s  : 

2 0 0  mg d ' u n e  f r a c t i o n  g l y c o p e p t i d i q u e  d a n s  5 m l  d ' u n e  s o l u t i o n  

d ' a c é t a t e  d e  c a l c i u m  0 ,OlM a j u s t é e  à pH 8 s u b i s s e n t  l ' a c t i o n  d e  4  mg 

d e  p r o n a s e  à 3 7 O C  p e n d a n t  4 j o u r s  s o u s  a g i t a t i o n .  L t h y d r o l y s a t  e s t  

c o n c e n t r é  p u i s  s o u m i s  à u n e  c h r o m a t o g r a p h i e  s u r  c o l o n n e  d e  Séphadex l 

G-25 ( c o l o n n e  d e  1 , 6 x 1 1 0  cm) .  La c o l o n n e , e s t  é l u é e  p a r  d e  l ' a c i d e  

a c é t i q u e  O,IN,ce q u i  p e r m e t  d ' é l i m i n e r  l e s  a c i d e s  a m i n é s  e t  l e s  

p e p t i d e s .  L 1 é l u a t  e s t  l y o p h i l i s é  p u i s  s o u m i s  à u n e  n o u v e l l e  d i g e s t i o n  

p r o n a s i q u e .  La f r a c t i o n  V e s t  d i g é r é e  u n e  t r o i s i è m e  f o i s  d a n s  un 

l r a p p o r t  e n z y m e : s u b s t r a t  - 2  : l  O .  

d )  s é p a r a t i o n  d e s  g l y c o e e p t i d e s  v p r o n a s i q u e s "  ----------------- -Y ..................... 
L e u r  s é p a r a t i o n  e s t  e f f e c t u é e  e s s e n t i e l l e m e n t  s e l o n  l e  

p r o c é d é  d e  C U N N I N G H A M  e t  c o l l .  ( 1 8 )  : 200 mg d e  c h a q u e  f r a c t i o n  

-- 
-----. -- 

1 
i 
I Nous r e m e r c i o n s  M .  l e  D r  K .  S C H M I D ,  d e  l t U n i v e r s i t e  d e  M é d e c i n e  d e  

1 BOSTON d e  n o u s  a v o i r  f o u r n i  l e s  g l y c o p e p t i d e s  d e  l t o r û s o m u c o i d e .  
- - - - -- -. - - - - - - - - - - -- - - - --- - - 



d i g é r é e  p a r  l a  p r o n a s e  s o n t  d i s s o u t s  d a n s  3 m l  d e  t a m p o n  f o r m i a t e  i 

d e  p y r i d i n e  d e  pH 2 , 8  p u i s  é l u é s  s u r  c o l o n n e  (2 ,2x105  cm)  d e  i 
l 

Dowex 50x2  (200-400 m e s h )  é q u i l i b r é e  d a n s  l e  m é m e  t a m p o n .  L e s  i 
l 

g l y c o p e p t i d e s  d e s  f r a c t i o n s  1, IV e t  V s o n t  g l u é s  p a r  1,s l i t r e  d u  

t a m p o n  p r é c é d e m m e n t  c i t é  p u i s  p a r  200 m l  d e  t ampon  f o r m i a t e  d e  

p y r i d i n e  0,30M d e  pH 5, a l o r s  q u e  l e s  g l y c o p e p t i d e s  d e s  f r a c t i o n s  1 
I I  e t  I I I  l e  s o n t  p a r  0,9 l i t r e  d e  t a m p o n  f o r m i a t e  d e  p y r i d i n e  1 O - ~ M  ~ 

I 
l 

pH 2,8, 0,9 l i t r e  d u  méme t a m p o n  à u n e  c o n c e n t r a t i o n  d e  0,3M à pH 2,8 

p u i s  200 m l  d u  m ê m e  t a m p o n  à u n e  c o n c e n t r a t i o n  d e  0,3M à pH 5. 26 ~ 
g l y c o p e p t i d e s  o n t  a i n s i  é t é  i s o l é s ,  c h a c u n  d ' e n t r e  e u x  é t a n t  i d e n t i f i é  ~ 
p a r  u n  nombre  a r a b e  s e l o n  s o n  o r d r e  d ï é l u t i o n  s u r  l a  c o l o n n e  d e  

Dowex 50 ( f i g u r e  43 p a g e  131 ); 

2 - C o m p o s i t i o n  m o l a i r e  e n  s u c r e s  d u  g l y c m p e p t i d e  GP V-5  

L e s  r a p p o r t s  m o l a i r e s  d e s  s u c r e s  d u  g l y c o p , e p t i d e  GP V-5  o n t  

é t é  d é t e r m i n é s  p a r  l a  m é t h o d e  d e  ZANETTA ( 1 0 1 )  d o n t  l e s  c o n d i t i o n s  

o n t  d é j à  é t é  d é c r i t e s  p a g e  124  . 

3 - S t r u c t u r e  d u  q l . v c o p e p t i d e  GP V-5 

La s t r u c t u r e  d u  g l y c o p e p t i d e  GP V-5 a  é t é  é t u d i é e  d e  t r o i s  

m a n i è r e s  d i f f é r e n t e s  : p a r  m é t h y l a t i o n  s e l o n  l e  p r o t o c o l e  d e  FOURNET, 

p a r  l a  r é s o n a n c e  m a g n é t i q u e  n u c l é a i r e  e t  p a r  l ' a c é t o l y s e  d o n t  l e s  

p r o d u i t s  s o n t  a n a l y s é s  e n  s p e c t r o m é t r i e  d e  masse. 

a )  d é t e r m i n a t i o n  p a r l a  m é t h o d e  d e  l a  m é t h y l a t i o n  ---------------- --------------------- ------ 
L e s  c o n d i t i o n s  d e  l a  m é t h y l a t i o n  o n t  d é j à  é t é  d é c r i t e s  

p a g e  125  . 



Mélange glycopeptides 

1 (8 ,O)  

+ 
Dowex 50 

PH 3,4, r12 0 2 7  

pH 4 , 9 ,  f/a 1 9 2  
v 

t 

1 IIC I I ~  I I I a  IIBb 

( 0 , w  ( 0 , 2 6 )  ( 0 , 1 5 )  (0 ,461  ( 0 , 4 3 1  ( 0 , 3 2 1  

~ FIGURE 43  

Isolement des glycopeptides "chymotrysiques" provenant de lloroso- 

mucoide désialylée, réduite et carboxyméthylée (selon SCHMID et 

coll. ( 89 1 ) .  Les chiffres entre parenthèses indiquent les poids de 

l 
chaque fraction (en grammes). 

l 



b) acétolyse du glycopeptide GP V-5 et fragmentométrie de ------------------------------------------------------ 
masse des produits de son acétolyse ................................... 

L'acétolyse de glycopeptide a été réalisée à petite échelle 

dans les conditions suivantes : 1 mg de glycopeptide rigoureusement 

anhydre est acétolysée par 1 ml du mélange acétolysant acide acétique/ 

anhydride acétique/eau : 10/10/1 pendant 3 jours sous agitation 

constante à la température du 1aboratoire.iLe mélange réactionnel 

est alors déposé sur de la glace (5 ml) puis amené à pH 5 après 

décongélation par du carbonate acide de sodium en poudre. Les oligo- 

saccharides peracétylés présents dans ltacétolysat sont extraits par 

le chloroforme puis désacétylés par une solution acétonique de soude 

0,OBM pendant 30 minutes à 4 O C  ( 73 ) .  La solution est ensuite désalhe 

par addition de Douex 50, forme H'. L'acétolysat est alors réduit 

et perméthylé dans des conditions identiques à celles indiquées pôge 

l'étude des produits d'acélolyse du glycopeptide GP V-5 a 

été effectuée par couplage chromatographie en phase gazeuse-speçtro- 

métrie de masse dans les conditions suivantes : chromatographie en 

phase gazeuse : sur colonne capillaire (0,4 mm x 25 m) enrobÉe d'une 

phase silicone SE-30 ;-programmation de éempérakure : 230 2 280°C à 

raison de 3OC par minute ; débit du gaz vecteur (hélium) : 3 ml par 
I 

minute ; spectrométrie de masse (spectromètre de masse Riber 1000) 

à une énergie d'ionisation de 70'eV. Les différents produits de 

ltacétolyse ont été détectés par la recherche des fragments de masse 

m/e 236, 260 et 277 qui correspondent aux résidus hexitol terminal 

neutre, hexosamine et hexosaminitol respectivement. 

c) étude Paz résonance magnétique nucléaire ....................... ------------Y---- 

L'analyse en résona~ce-magnétique nucléaire a étÉ réalisée 
--..---- .- -- 

Nous remercions Messieurs J.F.G. VLIEGENTHART, L, DORLAND et 

J. HAVERKAMP, de l'université d'UTRECHT, qui ont réalisé ltEtude 

par réscnance magnstique nucléaire. 
- - . - - - - - - - - - - - - - --- - 



1 .33 

sur un appareil BRUCKEF? HX--360, à 360 mégahertz,opérant en trans- 
1 

I formées de FOURIER. Les glissements chimiques des protons hydrogène , 

l des oligosaccharides ont été mesurés par rapport au sel de sodium 
l 

b 

du 2,2-diméthyl-2-silapentane-5-sulfonate, à l'aide dtun'témoin I 

I 
interne constitué d'acétone : 5 = 2,225 ppm. ! 

I Avant d'être analysés, les oligosaccharides ont été préalable- ' 
i 

ment traités par l'eau lourde (D20) de manière à obtenir un échange l 
des hydrogènes mobiles des fonctions hydroxyles. 

II - RESULTATS 
A - ETUDE PAR SPECTROMETRIE DE MASSE D'OLIGOSACCHARIDES 

APPARTENANT AUX STRUCTURES GLYCANNIQUES 

1 - Préparation du qlvcopeptide b de l'ovomuco~de 
\ 

Deux glycopeptides psincipaux,d et , sont isolés de P 
llhydrolysat pronasique de l~ovomucoïde. Ils ont été étudiés par 

MONSIGNY et coll. ( 81 1. 

2 - Acétolvse du qlvcopeptideb de l~ovomuco~de, 
\ 

Deux fractions (basique et neutre) sont obtenues à partir 

de la fraction chloroformique de l'acétolysat. Il ressort des 
1 

études de ces fractions ( 2 ) que la fraction basique est composée 

de glycopeptides qui appartiennent à la partie interne du glycanne ; 1 
l 

la fraction neutre qui est la plus importante (75 $ du olycopeptide) 

contient la partie centrale du glycanne. 1 
La fraction basique II isolée de la phase aqueuse est moins 

riche en glucides que la fraction basique I de la phase chloroformique 

et comprend la partie externe du glycanne. 



3 - I s o l e m e n t  d e s  o l i q o s a c c h a r i d e s  - d e  l a  f r a c t i o n  n e u t r e  d e  

d e  l ' a c é t o l v s a t  

La c h r o m a t o g r a p h i e  s u r  c h a r b o n  d e  l a  f r a c t i o n  n e u t r e  d e  

l ' a c é t o l y s a t ,  a i n s i  q u e  l e s  c h r o m a t o g r a p h i e s  s u r  p a p i e r  e t  é l e c t r o -  

p h o r è s e  d e s  f r a c t i o n s  c o n s é c u t i v e s  o b t e n u e s  s u r  c h a r b o n  o n t  p e r m i s  - l 

d ' i s o l e r  t r e i z e  o l i g o s a c c h a r i d e s  d i f f é r e n t s .  

4 - S t r u c t u r e  d e s  o l i q o s a c c h a r i d e s  

D ' a p r è s  l e s  r é s u l t a t s  d e  l a  c o m p o s i t i o n  m o l a i r e  en  s u c r e s ,  
l 

d e  l a  m é t h y l a t i o n  e t  d ' u n e  a n a l y s e  c o m p l é m e n t a i r e  d e  l a  m a s s e  

m o l é c u l a i r e  s u r  S é p h a d e x  G-25 ( 3 ) ,  l a  n a t u r e  e t  l a  s t r u c t u r e  d e s  

o l i g o s a c c h a r i d e s  a  é t é  d é f i n i e  ( f i g u r e  44  p a g e  136 ) .  

P a r m i  l e s  t r e i z e  o l i g o s a c c h a r i d e s ,  s e  t r o u v e n e t  q u a t r e  1 
d i s a c c h a r i d e s  ( A ,  B ,  C e t  D ) ,  c i n q  t r i s a c c h a r i d e s  ( E ,  F ,  6, ii e t  1 1  ~ 
t r o i s  t é t r a s a c c h a r i d e s  ( J ,  K e t  L)  e t  un p e n t a s a c c h a r i d e  ( M l .  L e s  l 
t é t r a s a c c h a r i ~ d e s  e t  l e  p e n t a s a c c h a r i d e  o n t  u n e  s t r u c t u r e  b r a n c h é e  ~ 
a i n s i  q u e  d e u x  d e s  t r i s a c c h a r i d e s .  l 

De ces t r e i z e  o l i g o s a c c h a r i d e s ,  d o u z e  o n t  é t é  a n a l y s é s  p a r  l 
1 

c h r o m a t o g r a p h i e  e n  p h a s e  g a z e u s e  e t  e n  s p e c t r o m é t r i e  d e  m a s s e .  Le l 
1 

t r i s a c c h a r i d e  E n ' a  pu é t r e  r e t r o u v é  l o r s  d ' u n e  a c é t o l y s e  u l t é r i e u r e  i 
O 

du  g 1 y c o p e p t i . d e  d e t l ~ o v o m u c o ï d e .  l 
l 
, 

5 - C h r o m a t o q r a p h i e  e n  p h a s e  q a z e u s e d e s  o l i g o s a c c h a r i d e s  

L e s  r é s u l t a t s  d e  l a  s é p a r a t i o n  d e s  o l i g o s a c c h a r i d e s  s o n t  

r a s s e m b l é s  d a n s  l e  t a b l e a u  I I I  p a g e  1 3 8 e t  l a  f i g u r e  45  p a g e  1 3 7 .  1 
Des  chromatogrammes  o b t e n u s ,  on p e u t  o b s e r v e r  u n e  t r è s  b o n n e  s é p a r a t i o  4 
d e s  d i s a c c h a r i d e s  ( A ,  El, C , e t  D) e t  d e s  t r i s a c c h a r i d e s  (F ,  G ,  H e t  1 1  ;i 



les tétrasaccharides se sont élues et n'apparaissent séparés que 

lorsque la tempé~ature de départ est 200°C. L'impossibilité de 

les obtenir avec une température de départ plus basse (inférieure) ~ 
peut s'expliquet par la dégradation probable de ces composés due 1 

l 
à un séjour trop prolongé dans la colonne. Nous n'avons pu par contre i 

obtenir de cette façon l'élution du pentasaccharide M. 1 
1 

'6 - Détermination de la structure des oliqosaccharides par 
spectrométrie de masse. , 

1 
Les momenclatures utilisées lors de lfinterpétration des ~ 

spectres de masse sont celles qui sont employées dans la littérature 

( 6 4 ,  6 8 ,  74 1 .  
-. 

a) analyse des spectres de masse des oligosaccharides .................................................. 
après ionisation par impact électronique ........................................ 

Les oligosaccharides sont revus selon le nombre d'unités I 
1 

monosaccharidiques qui les composent. Les spectres de masse des d i - ,  1 
I 

tri- et tétrasaccharides sont présentés dans les figures 4 6 ,  4 8  , 4 5  

pages 142  ,147,152respectivement. 

D I S A C C H A R I D E S  

L'analyse de cette classe se'limite à l'observation des pics 
I l 

correspondant à la fragmentation du monosaccharide non réducteur 

et à celle du monosaccharide réducteur : ils déterminent rapidement 

la nature de chaque sucre, de même que la liaison entre les deux 

sucres. Le monosaccharide non réducteur est acractérisé par les 

fragments de la série aA alors que le monosaccharide réducteur l'est 

par ceux de la série "aldV dont l'origine peut etre double : ils 

peuvent être formés par la cassure primaire de la liaison glycosidique 1 



Oligosaccharide A : 

Olig6saccharide B : 

Oligosaccharide C : 

Oligosaccharide D : 

Oligosaccharide F : 

~ Oligosaccharide G : 

Oligosaccharide H : 

Oligosaccharide 1 : 

Oligosaccharide J : P - G ~ C N A C -  (1-2) -&-Man- (1-3) 
\ 

P - ~ l c ~ ~ c - ( l - 4 )  /Man 
- .  

Oligosaccharide K : 

Oligosaccharide L : -GlcNAc- ('1-4 ) -O(-ban- (1-3) \ ,Man 

Oligosaccharide M : r - G ~ C N A C - (  1-2) 
\ 

-GlcNAc- (1-4 ) - w - M a -  (1-3 ) 
\ 

-GlcMAc- ( 1-4 ) Pan 

FIGURE 44 

Structure des différents oligosaccharides ohtenus après acétclyse 

du glycopeptide de l'ovomucolde (BAYARD et coll. ( 3 1 ) .  
- - - - 



I I 
I Dexii 308 ZI 1 % sur Supelcopoi-i 

Programmation de température : 

F I G U R E  45  

Chromatographie e n  phase gazeuse des oligosaccharides issus de 

l'acétolyse d u  glycopeptide de llovomucoïde. P 



TABLEAU I I I  

Temps d e  r é t e n t i o n  d e s  a l i g o s a c c h a r i d e s  o b t e n u s  a p r è s  a c é t o l y s e  

d u  g l y c o p e p t i d e  d e  l t o v o m u c o ï d e  ( c o n d i t i o n s  d e  l a  c h r o r n a t o g r e p h i e  

e n  p h a s e  g a z e u s e  i n d i q u é e s  p a g e 1 2 7  ) .  

. . - - . - -  

m l e s  t e m p s  d e  r é t e n t i o n  o n t  é t é  c a i c u i k s  p a r  r a p p o r t  c e i u i  

d u  m a l t o t r i o s e  r é d u i t  e t  p e r m é t h y l é .  



ou provenir de.la voie de fragmentation D comme l'ont indiqué 

KOVACIK et coll. ( 6 8  ) .  

Disaccharide A -------------- 
La structure de ce disac.charide (O- -D-GlcNAc-(-4)-D- a 

Mannitol) est déterminée par les fragments de la série aA (aA, : 

m/e 260 ; aAî : m/e 228 ; aAg : m/e 196) qui indiquent un résidu 

hexosamine en position.-non réductrice et les fragments "a1dn 

("ald" : m/e 236 ; "ald-32" : m/e 204) qui caractérisent un résidu 

kaxitol. Les fragments de masse m/e 129 et m/e 142 confirment le 

résidu hexosamine en position non réductrice ; ils sont les analogues 

des fragments H; et F: defaasse m/e 88 et 101 qui sont définis dans 

les spectres des monosaccharides neutres méthylglycosylés. La 

présence des fragments m/e 89 et m/e 134, liée à l'absence du 

fragment m/e 133, détermine une liaison glycosidique de type 1-4 

entre les deux sucres, ainsi que le fragment de masse m/e 422 (1'4-30). 

Un fragment de masse m/e 186, relativement abondant, est observé. On 

le retrouve régulièrement dans les spectres de masse d'autres 

oligosaccharides où une osamine se situe en position terminale non 

réductrice. Il provient du fragment aA2 $e masse m/e 228 qui perd 

une.molécule de cétène : cette fragmentation est appuyée par 

l'observation d'un pic métastable (mR=152). L e  mécanisme impliqué 

ici est identique à celui indiqué précédemment par BIEMANN et coll. 

( 5 ) lors de leur étude sur les monosaccharides perméthylés ; il 

a déjà été présenté (voir page 5 1 ) .  Le fragment de masse m/e 1 8 6  

peut conduire à son tour à la farmation du fragment m/e 154 par 

perte de méthanol. 



Disaccharide B -------------- 
Le spectre de masse du disaccharide B (O- D-Gal-(1-4)- B. 

2-acétamido-2-déoxy-D-glucitol) est très différent de celui du 

disaccharide A : la séquence Gal-2-acétamido-2-déoxy-gluci to l  

est confirmée par la masse des fragments aA ( a ~ ~  : m/e 21 9 ; 

aA2 : m/e 187 ; aA3 : m/e 155) qui dérivent du rEsidu galactose 

non réducteur et celle des fragments'ltald" ("aldm : m/e 277 ; 

Wald-32" : m/e 245) provenant du résidu hexosaminitol. On peut 

constater l'absence attendue des fragments de masse m/e 129 et 

m/e 142 normalement remplacés par les fragments analogues de masse 

m/e 88 et m/e 101 caractéristiques du résidu hexose neutre. tes 

fragments de masse m/e 131 (fragment secondaire m/e 89 par perte 

de cétène) et m/e 175 (faagment secondaire m/e 143 par élimination 

de méthanol) sont aussi en faveur de la position réductrice du 

1 résidu 2-acétamido-2-déoxy-glucitol. Le dernier fragment, ainsi 

que les ions de masse m/e 381 (M-131) et 423 (M-89), permettant 

de déterminer la liaison 1-4 entre les deux monosaccharides. 

Un ion de masse moléculaire, m/e 512, lequel fournit probablement 

l'ion de masse m/e 481 par perte de méthanol, est également observé. 

Disaccharide C -------------- 
Le spectre de masse du disaccharide C (O- -D-GlcNAc-(1-2)- r 

D-Mannitol) présente de nombreuses analagies avec celui d~disacchzri,-jr 

A : les fragments de masse m/e 260, m/e 228 et m/e 196 (série aA) 

indiquent un résidu hexosamine non réducteur et les fragments de 

masse m/e 236, m/e 204 (série "aldW) un résidu hexitol. Les 

disaccharides A et C,qui ne diffèrent que par la liaison glycosidique 

peuvent étre distingués par les fragments de la cha4ne carbonée de 1 



p e u v e n t  Btre  d i s t i n g u é s  p a r  l e s  f r a g m e n t s  d e  l a  c h a f n e  c a r b o n é e  d e  

l t a l d i t o l ,  d e  m a s s e  m/e 1 7 7  e t  3 7 9  (M-133) ; c e u x - c i  se  d é c o m p o s e n t  

e t  d o n n e n t  p a r s p e r t e  d e  m é t h a n o l  l e s  f r a g m e n t s  m/e 1 4 3  e t  347 

r e s p e c t i v e m e n t .  

D i s a c c h a r i d e  D -------------- 
l 
l 

. L e  d i s a c c h a r i d e  D (O-N-D-Man-(1-3)-D-Mannitol) p r é s e n t e  

d a n s  s o n  s p e c t r e - d e  m a s s e  l e s  f r a g m e n t s  m/e 21 9 ,  m / e  1 8 7  e t  

m/e 1 5 5  ( s é r i e  aA)  e t  l e s  f r a g m e n t s r m / e  2 3 6 ,  m/e 204 ( s é r i e  n a l d n )  

q u i  s o n t  e n  f a v e u r  d ' u n e  s é q u e n c e  Man-Mannitol. La l i a i s o n  

g l y c o s i d i q u e  d e  t y p e  1-3 e s t  c o n f i r m é e  p a r  l a  p r é s e n c e  d e s  

f r a g m e n t s  m/e 1 3 3 - e t  m/e 3 8 2  (M-89).  

TRISACCHARIDES 

L ' u n i t é  m o n o s a c c h a r i d e  s u p p l é m e n t a i r e  n e , m o d i f i e  p a s  l a  

f r a g m e n t a t i o n  g é n é r a l e  : l e s  s é r i e s  aA e t  a l d  r e n s e i g n e n t  t o u j o u r s  

s u r  l a  n a t u r e  d e s  m o n o s a c c h a r i d e s  n o n  r é d u c t e u r s  e t  r é d u c t e u r s  cd 

r e s p e c t i v e m e n t  d e  m ê m e  q u e  l e s  f r a g m e n t s  i s s u s  d e  l a  c h a f n e  d e  1 

l t a l d i t o l  s u r  l a  n a t u r e  d e  l a  l i a i s o n  e n t r e  l t a l d i t o l  e t  l e  l 

l 
m o n o s a c c h a r i d e  q u i  l u i  e s t  l i é .  C e p e n d a n k ,  p a r m i  l e s  n o u v e a u x  1 
f r a g m e n t s  d e  m a s s e  p l u s  é l e v é e  q u i  a p p a r a i s s e n t ,  c e r t a i n s  v o n t  & t r e  

très u t i l e s  à l a  d é t e r m i n a t i o n  d e  l a  s é q u e n c e  d e s  s w c r e s .  I l s  1 

l 
a p p a r t i e n n e n t  a u x  s é r i e s  A : l e s  f r a g m e n t s  baA i n d i q u e n t  l a  s é q u e n c e  

l 

d e s  d e u x  p r e m i e r s  s u c r e s ,  l e s  f r a g m e n t s  b a l d A  c e l l e  d e s  d e u x  d e r n i e r s .  

Ces d e u x  s é r i e s  p e r m e t t e n t  é g a l e m e n t  d e  c o n n a f t r e  l a  l i a i s o n  a-b 

l o r s q u e  l ' o n  c o m p a r e  l ' i n t e n s i t é  d e  l e u r s  d i f f é r e n t s  f r a g m e n t s .  L e  

f r a g m e n t  d e  l a  s é r i e  J ,  b a l d J , ,  p e r m e t  d e  c a r a c t é r i s e r  a u s s i  l a  
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S p e c t r e s  d e  masse d b t e n u s  a p r è s  i m p a c t  é l e c t r o n i q u e  d e s  d i s a c c h a r i d e s  

A è D .  





I n t e n s i t é  
l r s l e t i v a  

OligosaccharideD 

100. 

50- 

I n t e n s i t é  
r e l a t i v e  

88 
- 

45 

187 
236 

ml 

I 110 
r-- 

a61 

:m 382 

f I 1 425.426 

100 200 360 4bo 560 
a/e 



T r i s a c c h a r i d e  F --------------- 

L e  s p e c t r e  d e  m a s s e  d e  ce t r i s a c c h a r i d e  (O-1-D-G~CNAC-(1-4)-  i 
0-[p-Il-GlcNAc-(1-2) - O - ~ l a n n i t o l )  e s t  s i m p l e  e t  d é p o u i l l 6 .  L e s  i o n s  1 

l 
l 

d e  l a  s é r i e  aA d e  m a s s e  m/e 2 6 0  (aA1 ) ,  m/e 2 2 8  ( a ~ ~ )  e t  m / e  1 9 6  ( a A 3 )  

c a r a c t é r i s e n t  u n  r é s i d u  h e x o s a m i n e  n o n  r é d u c t e u r .  Aucun i o n  d e  l a  l 

s é r i e  a l d  n ' e s t  p r é s e n t ,  ce  q u i  l a i s s e  s u p p o s e r  u n e  s t r u c t u r e  

b r a n c h é e  ( 5 9 ) .  Ce l le -c i  e s t  c o n f i r m é e  p a r  l a  p r é s e n c e  d e  l ' i o n  d e  

m a s s e  m/e 4 8 1 .  Un a u t r e  f r a g m e n t  a b o n d a n t  e s t  o b s e r v i  : i . 1  a  p o u r  

m a s s e  2 5 0 .  S a  p r é s e n c e  s e m b l e  ê t r e  a s s o c i é e  à l a  s t r u c t u r e  b r a n c h é s  

c a r  il a p p a r a f t  d a n s  l e  s p e c t r e  d e  m a s s e  d e s  a u t r e s  o l i g o s a c c h a r i d e s  , 

I b r a n c h é s  (1, J ,  L )  ; t o u t e f o i s  s o n  i n t e n s i t é  e s t  t r è s  i m p o r t a n t e  

l o r s q u e  l e s  l i a i s o n s  g l y c o s i d i q u e s  s o n t  c o n t r a c t é e s  a v e c  d e u x  c a r b o n e s  

a d j a c e n t s  d e  l a  c h a f n e  d u  s u c r e  r é d u c t e u r .  L e  f r a g m e n t  d e  masse 

m/e 401  n e  s e m b l a n t  s u i v r e  a u c u n e  a u t r e  d é g r a d a t i o n ,  un m é c a n i s m e  

l ' i n c l u a n t  d a n s  l a  f o r m a t i o n  d e  l ' i o n  m/e 2 5 0  e s t  p r o p o s é e  ( f i g r i r e 3 7  

p a g e  1 4 4  1. 

T r i s a c c h a r i d e  G --------------- 

O u t r e  l e s  i o n s  d e  l a  s é r i e  aA ( a R ,  : m / e  2 6 0  ; aA2 : m/e 2 2 8  ; 

aA3 : m / e  1 9 6 )  e t  l e s  i o n s  d e  l a  s é r i e  " a l d "  ( " a l d l '  : m/e 2 3 6  ; 

a l d - 3 2  : m/e 2 0 4 )  d e  f o r t e  i n t e n s i t é  e t  c a r a c t é r i s t i q u e s  r e s p e c t i v e m e n i  
- 

d ' u n  r é s i d u  h e x o s a m i n e  non  r é d u c t e u r  e t  d ' u n  r é s i d u  h e x o s e  r é d u c t e u r ,  

l a  s t r u c t u r e  d u  t r i s a c c h a r i d e  G (O- -D-GlcNAc-(1-4)-O-O(-D-Man- B 
(1-3) -D-Manni to l )  a  pu  & t r e  é t a b l i e  p a r  l a  p r é s e n c e  d e s  i o n s  d e  l a  

s é r i e  baA ( b a ~ ,  : m / e  4 6 4  ; baA2 : m / e  4 3 2  ; baA3 : m/e 4 0 0 )  e n  



f r a g m e n t  

aalaldJ1 

m / e  541 

f r a g m e n t  

a l d a '  

m/e 481 

f r a g m e n t  

m/e 250 
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Hypothèse  d e  formation d e  l'ion m/e 250. 



faveur de la séquence GlcNAc-Man et celle des ions de la série l 

I faveur d'une séquence Man-Mannitol. En ce qui concerne la , 

liaison a-b, la possibilité d'une liaison de type 1-3 est l 
l 

1 

exclue en raison de la présence du fragment de masse m/e 296 (baldJ1) 1 
dont la formation fait intervenir le groupement méthyl du carbone C3 ~ 
du sucre central ( 64  1.  D'autre part, la prédominance des ions de lu ~ 

I série baldA sur ceux de la série baA oriente vers Une liaison de l 
1 

type 1-4 ou 1-6 de préférence à une liaison de type 1-2 ( 60 1. 

Enfin, la liaison 1-4 est caractérisée par l'intensité décroissante 
I 
I 

des ions de la série baldA (de baldA, à baldAJ) ( 74 ) La liaison I 
entre les deux derniers sucres de type 1-3 est déterminée par la 

présence des fragments de masse m/e 1 3 3  et m/e 627 (M-89). 

Trisaccharide H --------------- 
- 

Le trisaccharide H (O- -D-GlcNAc-(1-2)-O-O(-D-Man-(1-3)- B 
D-Mannitol) ne diffère du trisaccharide G que par la liaison a-b. 

Cette différence peut être appuyée par les observations suivantes : 

les fragments baAZ et baldA2 sont prédominants ZI l'intérieur de 

leurs séries sans doute à cause de ltélirpination peu favorable d'une 

. deuxième molécule de méthanol ; la mBme observation peut Btre faite 

à la lecture du spectre de masse du; tétrasaccharide J. Le fragment 
1 de masse m/e 88 ( H l )  est ici d'intensité relativement faible, alors 

qu'il est trss important dans le spectre de masse du trisaccharide G 
" .. 

ceci est en accord avec les observations de KARKKAINEN (60 1. La 

liaison entre les deux derniers sucres de type 1-3 se camactérise 

exactement comme celle du trisaccharide précédent par les fragments 



m/e 133 et m/e 627 et par l'absence du fragment m/e 134 caractéris- 

.'tique d'une liaison de type 1-4. 

Trisaccharide 1 --------------- 
Les ions de la série aA ( a ~ ,  : m/e 21 9 ; aA2 : m/e 187 ; 

aA3 : m/e 155) et les ions de la série a'A (a'A : m/e 260 ; 1 

e9A2 : .m/e 228 ; a9A3 : m/e 196) indiquent respectivement un résidu 

hexose et un résidu hexosamine, tous deux en position non réductrice, 

ce qui constituelune preuve indirecte de la structure branchée du 

trisaccharide 1 (O-a-D-Man-(1-3)-O- -D-GlcNAc-(1-4) -D-Mannitol). 1 
Ceci n'était pas visible dans le cas du trisaccharide F où les deux 

sucres non rEducteurs étaient de meme nature empechant par conséquent 

de déduire la structure linéaire ou ramifiée du trisaccharide. Les 

ions aald de masse m/e 440 ("ald") et m/e 408 (aald-32) et le fragment 

alda' de masse m/e 481, caractéristiques des séquences Man-Mannitol 

et GlcNAc-Mannitol confirment la structure branchée de même que 

l'absence des ions de la série naldtl et des ions m/e 133 et m/e 134 

spbcifiques des liaisons '1-3 et 1- 4 respectivement. L'ion de 

masse m/e 250 est présent ; son intensit5 est importante et suppose 

deux liaisons glycosidiques adjacentes spr les carbones C3 et C4 de 

TETRASACCHARIDES 

t 

Ces oligosaccharides ont été analysés en spectrométrie de 

masse par introduction directe. Les ions des différentes séries A 

constituent encore la majeure partie des renseignements qui aident 

à déterminer la structure des oligosaccharides (nature de mono- 





Oligoseccheride 1 





s a c c h a r i d e s  t e r m i n a u x ,  s é q u e n c e  d e s  m o n o s a c c h a r i d e s  e t  n a t u r e  d e  

l a  l i a i s o n  e n t r e  l e s  m o n o s a c c h a r i d e s ) .  De n o u v e l l e s  s é r i e s  A 

c o r r e s p o n d a n t  à d e g  s é q u e n c e s  d e  t r o i s  m o n o s a c c h a r i d e s  a p p a r a i s s e n t  

e t  p e r m e t t e n t  d e  r e c o n s t i t u e r  l e  t é t r a s a c c h a r i d e  non  s e u l e m e n t  d u  

p o i n t  d e  v u e  d e  l a  s é q u e n c e  m a i s  é g a l e m e n t  d u  p o i n t  d e  v u e  l i a i s o n  

e n t r e  s u c r e s  c e n t r a u x .  

T é t r a s a c c h a r i d e  J ----------------- 
Le s p e c t r e  d e  masse d u  t é t r a s a c c h a r i d e  J (O- - D - G l c N A c  -(1-2)- 

1 
B 

O-Q-D-Man-O- -D-GlcNAc-(1-4) - D - M a n n i t o l )  n e  p e r m e t  q u e  l a  [P 
d é t e r m i n a t i o n  d ' u n  s e u l  s u c r e  e n  p o s i t i o n  n o n  r é d u c t r i c e  : l a  m a s s e  

d e s  f r a g m e n t s  aA (m/e 2 6 0 ,  m/e 2 2 8  e t  m/e 1 9 6 )  i n d i q u e  q u ' i l  s , ' a g i t  

d ' u n e  h e x o s a m i n e .  L ' a b s e n c e  d e s  i o n s  d e  l a  s é r i e  n a l d v  (m/e 2 3 6  e t  

m / e  2 0 4 ) ,  l a  p r é s e n c e  d e s  i o n s  m/e 481  e t  m/e 2 5 0  f o n t  p e n s e r  à u n e  

s t r u c t u r e  b r a n c h é e ,  l ' i o n  d e  m a s s e  m/e 481 é t a n t  C a r a c t é r i s t i q u e  

é g a l e m e n t  d e  l a  s é q u e n c e  GlcNAc-Mannitol .  L e s  f r a g m e n t s  d e  l a  

s é r i e  baA (baA1 : m / e  4 6 4  ; baA2 : m/e 4 3 2 )  e n  f a v e u r  d e  l a  s é q u e n c e  

GlcNAc-Man e t  c e u x  d e  l a  s é r i e  a b a l d  ( a b a l d  : m/e 6 8 5  ; a b a l d - 3 2  : 

m/e 6 5 3 )  e n  f a v e u r  d e  l a  s é q u e n c e  GlcNAc-Man-Mannitol p e r m e t t e n t  

d e  d é f i n i r  l ' a u t r e  b r a n c h e  d u  t é t r a s a c c h a r i d e .  L ' i o n  a b a l d J l  d e  m a s s e  
I 

m/e 7 4 5  é l i m i n e  l a  p o s s i b i l i t é  d ' u n e  l i a i s o n  a-b d e  t y p e  1-3 

e n t r e  les  d e u x  p r e m i e r s  s u c r e s .  La  l i a i s o n ,  q u i  e s t  d e  t y p e  1-2, 

e s t  d é t e r m i n é e  p a r  l a  p r é d o m i n a n c e  d e  l ' i o n  baAZ d a n s  l a  s é r i e  baA 

e t  l a  f a i b l e  i n t e n s i t é  d e  l ' i o n  m/e 8 8 .  Comme d a n s  l e  cas  d e s  tri- 

s a c c h a r i d e s  b r a n c h é s ,  l ' a b s e n c e  d e s  i o n s  m/e 1 3 3  e t  m / e  1 3 4  i m p l i q u e  

u n e  s t r u c t u r e  b r a n c h é e  d a n s  l a q u e l l e  l e s  d e u x  b r a n c h e s  g l y c o s i d i q u e s  

s o n t  l i é e s  s u r  l e s  c a r b o n e s  C 3  e t  C4 d e  l t a l d i t o l .  




















































































