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ABSTRACT

Selective, double irradiation allows the assignment of most 3C-n.m.r. signals
in a series of per-O-acetyl disaccharides composed of two D-glucose residues linked
o-(13), B-(1—-3), a-(1-4), f-(1-4), «-(1-6), p-(1—6), and a,a-(1—1). The main
influences that affect the chemical shifts are discussed and the spectra of S-cellobiose
octaacetate and fB-maltose octaacetate are compared to those of cellulose and
amylose triacetate, respectively, to show the possibilities and limitations of a disac-
charide model for the interpretation of the !3C-spectrum of a polymer.

SOMMAIRE

L’attribution non ambigué de la plupart des signaux de résonance *>C de
plusieurs disaccharides dérivés du D-glucose, totalement acétylés et liés a-(1-3),
B-(1-3), a-(1—4), B-(1-4), a-(1—-6), B-(1—6) et a,u-(1—1) a été réalisée par double
irradiation sélective. Les causes principales affectant les déplacements chimiques ainsi
que la comparaison a deux des polymeres a- et f-(1—4) correspondants totalement
acétylés, la cellulose et 1’amylose, sont discutées montrant les possibilités et les
limitations de ’utilisation de modéles disaccharidiques acétylés pour interprétation
des spectres 3C des polyméres correspondants.

INTRODUCTION

L’importance de la résonance magnétique nucléaire du *3C dans 1’étude des
monosaccharides, disaccharides et polysaccharides n’est plus & démontrer; en effet,
de nombreux travaux relatifs 2 ce sujet ont déja été publiés—1%. L’un des problémes
essentiels dans ce domaine réside dans P’atiribution non ambigu€ des différents
signaux de r.m.n.-!3C des composés étudiés; cette attribution peut étre obtenue de
différentes facons:

(a) En s’appuyant sur des régles ou corrélations empiriques dans des séries de
composés: cette méthodologie impose un certain nombre de données non €quivoques
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sur lesquelles on peut s’appuyer dans la suite, sinon le risque d’erreurs est trés
important. On peut le réduire par ufilisation de "une des autres méthodes. La
substitution (par un groupe méthyle3** ou un groupe acétyle3°) est une des meilleures
possibilités d’attribution mais présente malgré tout des risques d’erreurs. Les €tudes
de relaxation ou d’effet Overhauser!!-!2 apportent des indications expérimentales
trés bonnes mais 13 encore des exemples non ambigus sont souvent nécessaires a
I"origine pour €tayer les lois empiriques utilisables.

(b) Par des méthodes de marquage isotopique, les deux plus classiques étant:
(1) P’enrichissement en 2H qui est déjd connu pour les monosaccharides!?® et que
I’on peut appliquer aux polysaccharides comme 1’a fait Gorin® dans le cas des
D-mannanes; (2) [enrichissement en '3C qui permet I’attribution de Patome de
carbone enrichi'“ (par l’intensité du signal) ainsi que celle de ses voisins immédiats
(par suite du couplage 1J ;sc.1s0); (3) par découplage partiel (« off-résonance »)12+1¢
ou irradiation sélective!”*1® qui utilise la connaissance non ambigué des spectres
proton (grice aux couplages) pour affecter de fagon univoque les atomes de carbone.
C’est cette méthode qui est utilisée ici dans une série de disaccharides acétylés du
D-glucose; leurs spectres de r.m.n.-*H sont en effet plus étalés que ceux des dérivés
hydroxylés et complétement analysables dans la plupart des cas. De plus ils constituent
des modéles pour la compréhension des spectres de r.m.n.->C des polysaccharides
acétylés.

RESULTATS ET DISCUSSION

Dans les spectres r.m.n.-13C des monosaccharides il est facile d’identifier les
atomes de carbone anomériques et les atomes de carbone primaires (—CHj; et -CH,0-)
par leurs déplacements chimiques et la technique habituelle d’irradiation (« off-
résonance »); le probléme se situe au niveau du choix enfre les atomes de carbone
secondaires (atomes de carbone du cycle). Dans le cas des disaccharides il est toujours
facile d’identifier les atomes de carbone anomeériques, mais par contre 'attribution
reste ambigué pour tous les autres atomes de carbone.

L’irradiation sélective permet de lever cette ambiguité si le spectre proton est
totalement analysable, et suffisammment du premier ordre comme ceci est trés souvent
le cas pour un disaccharide acétylé examiné avec un appareil a haut champ (250 MHz
pour H et 62,86 MHz pour 13C par exemple). L’existence d’un appareil 4 sonde
doublement accordée (Cameca) rend plus aisée et plus précise ce type d’expérience.

Dans un systéme possédant un seul atome de carbone et un seul proton, la
théorie!®*° montre que I’on obtient une raie unique si I’irradiation a lieu exactement
a la fréquence de résonance du proton, ou deux raies, pour toute autre fréquence
d’irradiation, avec un couplage résiduel qui dépend de la puissance d’irradiation
et de la différence 4F (4F = fréquence d’irradiation —fréquence de résonance du
proton).

Dans le cas de plusieurs systémes 3C-'H indépendants, par exemple pour les
différents atomes de carbone secondaires des saccharides (}3C en abondance
naturelle, écart suffisant entre les protons), une expérience sélective d’irradiation
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permet: (a) d’attribuer I’atome de carbone couplé au proton dont le déplacement
chimique coincide avec la fréquence d’irradiation (son signal devient un singulet),
(b) d’utiliser les couplages résiduels pour avoir desindications surles autres atomes de
carbone si les 'Ji.c_qy sont tous du méme ordre de grandeur. La Fig. 1 représente
un exemple d’irradiation sélective dans le cas du méthyl-2,3,4,6-tétra-O-acétyl-a-D-
glucopyranoside. Dans cet exemple le proton H-3 est irradié sélectivement & sa

Jr C3-H3 0

Jp C4-Hy JrCg-Hg Jr C-H{CHg)
J¢ C2-Hp JrCs-Hsg

Mo ) LI v

Fig. 1. Spectre r.m.n.-13C du méthyl-2,3,4,6-tétra-O-acétyl-z-D-glucopyranoside (4) obtenu par
irradiation sé¢lective du proton H-3.

fréquence de résonance avec une faible puissance (100 mG). Le spectre de r.m.n.-13C
obtenu permet de déterminer sans équivoque 4 champ fort les signaux (quadruplets)
qui correspondent 3 C-6 et 3 I’atome de carbone du groupe méthyle anomére. Le pic
Ie plus intense est celui de C-3 (atome portant le proton irradié). Il bénéficie d’un
effet Overhauser nucléaire maximum. Tous les autres atomes de carbone apparaissent
sous forme de doublets (voir Fig. 1). Dans cet exemple, il faut noter que l'irradiation
est plus proche de H-1 que de H-2, mais que le J, est plus grand pour C-1, compte
tenu d’un couplage 1Jc.;_g-; 172,5 Hz supérieur 3 1Jc_,_g-, 151 Hz. On notera que
chaque expérience donne en fait plusieurs informations dont le recoupement permet
une attribution sans aucun risque d’erreur.

11 faut signaler que dans ces conditions on n’observe pas les faibles couplages
d’un atome '3C avec les protons non directement liés. Les couplages 2Jisc iy,
3Jiscoiy sont totalement supprimés et I’écart entre les deux raies observées ne
provient que du couplage 1J.

Dans le cas de C-6, il existe deux protons fortement couplés, aussi le spectre
est-il un peu plus complexe (4 raies observables en général); par contre I’attribution
se fait d’une fagon analogue.
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Analyse des spectres de rmn.-*H et -'3C. — Nous avons effectié les spectres
de r.m.n.-'H en transformée de Fourier (afin de sélectionner les fréquences d’irradia-
tions) de huit disaccharides totalement acétylés auxquels sont ajoutés pour la discus-
sion quatre dérivés du D-glucose et deux polymeéres: 1,2,3,4,6-Penta-O-acétyl-f-p-
glucopyranose (1), 1,2,3.4,6-penta-0-acétyl-a-D-glucopyranose (2), méihyi-2,3,4,6-
tétra-O-acétyl-f-p-glucopyranoside (3), méthyl-2,3,4,6-tétra-O-acétyl-a-p-glucopyra-
noside (4), 1,2,3,4-tétra-0-acétyl-6-0-(2,3,4,6-tétra- 0-acétyl-g-D-glucopyranosyl)-f-
D-glucopyranose (f-gentiobiose octaacétate) (5), 1,2,3,4-tétra-0-acétyl-6-0-(2,3,4,6-
tétra- O-acétyl-a-D-glucopyranosyl)-g-D-glucopyranose (f-isomaltose octaacétate) (6),
1,2,3,6-tétra-O-acétyl-4-0-(2,3,4,6-tétra- O-acétyl- f-D-glucopyranosyl)-f-D-gluco-
pyranose (f-cellobiose octaacétate) (7), 1,2,3,6-tétra-O-acétyl-4-0-(2,3,4,6-tétra-0O-
acétyl-B-p-glucopyranosyl)-x-D-glucopyranose {x-celiobiose octaacétate) (8), 1,2,3,6-
tétra-O-acétyl-4-0-(2,3,4,6-tétra- O-acétyl-a-D-glucopyranosyl)-f-p-glucopyranose {f-
maltose octaacétate) (9), 1,2,4,6-tétra-0-acétyl-3-0-(2,3,4,6-tétra-0-acétyl-f-D-gluco-
pyranosyD-B-D-glucopyranose (B-laminarabiose octaacétate) (10), 1,2,4,6-tétra-O-
acétyl-3-0-(2,3,4,6-tétra- O-acétyl-a-D-ghicopyranosyl)-f-p-glucopyranose (B-nigérose
octaacétate) (11), (2.3,4,6-tétra-0-acétyl-a-D-glucopyranosyl)-2,3,4,6-tétra- O-acétyl-
o«-D-glucopyranoside (o,o-tréhalose octaacétate) (12), cellulose triacétate (13),
amylose triacétate (14).

L’analyse des spectres de r.m.n.-"H de ces dérivés est dans ’ensemble connue;
pour certains composés elle a été complétée par les méthodes de double résonance et
de Double Résonance Inter Nucléaire (« INDOR»). Nous avons reportés dans le
Tableau I les déplacements chimiques des différents composés étudiés précédemment.
Quand des protons apparaissent sous forme d’un multiplet complexes nous avons
donné les déplacements chimiques des extrémités du massif.

Pour chacun des composés une série d’irradiations aux fréquences de résonance
des protons permet d’attribuer les signaux de chaque *3C sans ambiguité. Le
Tableau II et la Fig. 2 donnent les déplacements chimiques des différents 13C des
composés étudiés. Pour les cas ambigus, nous avons indiqué les différentes possibilités:
cela se produit quand deux '3C résonnent & des fréquences trop proches pour qu’il
soit possible d’effectuer un choix ou encore lorsque les H résonnent 2 des fréquences
trop voisines (<10 Hz). Comme on peut le constater d’aprés le Tableau II et la
Fig. 2, certaines des attributions publi€es et déterminées par des corrélations
empin;gues sont en contradiction avec les notres.

Pour P’attribution des signaux aux atomes de carbone anomériques on retrouve
les résultats habituels relatifs a ce type d’atomes en fonction de sa stéréochimie (« on
B) et du substituant; par exemple le signal de ’atome de carbone de la forme a-
anomeérique est déplacé vers les champs forts de 4 & 5 p.p.m. par rapport au signal de
’atome de la forme B (voir Tableau III). Toutefois, ’a,a-tréhalose (12) fait exception
4 cette régle puisque P’atome de carbone anomérique « donne un signal 4 92,15 p.p.m.
Ces résultats sont & comparer 2 ceux de Usui ef al.* (dans le cas de dérivés hydroxylés).

Si Pon compare maintenant le déplacement chimique de Patome de carbone
(non anomere}® engagé dans une liaison glycosidique par rapport au carbone cor-
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Fig. 2. Comparaison des spectres de r.m.n.-13C des dérivés 1-14 et atiributions des différents signaux.
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TABLEAU III

VARIATION DES DEPLACEMENTS CHIMIQUES? DE CERTAINS 13C DES DIFFERENTS DERIVES ETUDIES
PAR RAPPORT AU 13C CORRESPONDANT DE 1 PRIS COMME REFERENCE

Composé Déplacement chimique®
C-1 C-1’ C-3 C-37 C-5 C-5°

3 +9,90 +0,25 —0,80

5 + 8,90 +0,15 —0,70
10 +9,15 +0,15 —0,90
7 +8,85 +0,10 —0,75
8 +2,80 +9,15 -—3,40 +0,2 —1,95 —0,75
2 —2,75 -2,90 —2,85

4 +5,15 ~2,55 —35,45

6 +4,20 —2,75 —5,20
11 +4,45 —3,45 —425
9 +4,05 —3,40 —4,05
12 +0,35 ~2,70 —4.40

@dVoir Tableau 1. Le signe positif (+) correspond 4 un déplacement vers les champs faibles par
rapport au signal correspondant du composé pris comme référence.

respondant du 1,2,3.,4,6-penta-0O-acétyl-f-D-glucopyranose on constate que 'on a
un déplacement vers les champs faibles de 5 p.p.m. dans le cas d’un D-glucobiose
octaacétate 1ié « et de 6-8 p.p.m. dans le cas d’un p-glucobiose octaacétate 1ié . Ce
phénoméne est général et peut étre comparé avec la variation de déplacement
chimique que I’on observe pour un atome de carbone sur lequel on remplace un
groupe hydroxyle par un groupe méthoxyle3! ou par un groupe glycosyloxyle*.

Dans tous les mono- et disaccharides étudi€s, les atomes de carbone des
groupes alcooliques primaires acétylés résonnent aux environs de 62 p.p.m. Il faut
toutefois signaler une exception pour le maltose octaacétate; les signaux des deux C-6
sont trés nettement séparés (1 p.p.m.) et faciles a identifier (le signai du C-6 apparait
a champ plus faible que celui du C-6'). Quant aux C-6 engagés dans une liaison
giycosidique, ils apparaissent avec un déplacement attendu de 4 a 6 p.p.m. vers les
champs faibles (66,2 et 67,6 p.p.m.).

Si on compare, dans le cas de dérivés ol Ie substituant en C-1 (groupe méthyle,
acétyle ou glycosyle) est axial, les déplacements chimiques des C-1, C-3 et C-5 (effet
1,3-diaxial) on constate que 'on a un déplacement vers les champs forts de 3 a
5 p.p.m. par rapport aux composés correspondants ayant une configuration
équatoriale (1,2-trans). Ces résultats (voir Tableau IV) sont comparables & ceux
signalés par Usui et al. *. Si on compare les déplacements chimiques des **C de
chacun de ces composés a ceux du 1,2,3,4,6-penta-O-acétyl-f-D-glucopyranose
(Tableau III), on peut constater que 1’on n’a pas de variation des déplacements
chimiques du C-3 des monomeéres ou du C-3’ des disaccharides, lorsque le substituant
est f§ sur C-1 ou C-1’, alors que ’on a un déplacement vers les champs forts de 2,5 &
3,5 p.p.m. lorsque le substituant est o sur C-1 ou C-1". Ce phénomene a déja ét¢
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TABLEAU 1V

VARIATION DE DEPLACEMENTS® CHIMIQUES QUAND
ON PASSE D’UNE FORME ANOMERIQUE EQUATORIALE (f) A UNE FORME ANOMERIQUE AXIALE (&)

Composé Déplacement chimique®
C-1 c-r c-3 c-3 C-5 C-5*

21 —-2,65 —2,80 —2,80

43 —4,75 —2,80 —4,65

6-5 —4,70 —2,90 —4,50
9-7 —4,8C —3,50 —3,30
11-10 —4,70 -~3,60 —3,35
14-13 —4,70 —0,75 —3,85

a5Voir Tableau 1. Le signe (—) indique un déplacement vers les champs forts en passant de [’isomére
B a son homologue «.

constaté par Haverkamp et al.” et nous pensons comme lui que ce n’est pas 1’aniso-
tropie ou I’électronégativité du substituant qui est en cause (puisque ce phénoméne
se retrouve toujours suivant que ’on a un groupe acétyle, méthyle ou glycosyle lié¢ a
’atome de carbone anomeére), mais qu’il est di & des effets de compression stérique
qui ne dépendent que de la configuration de 1’atome de carbone anomeére (substituant
axial ou équatorial). De la méme fagon on peut noter que ’on a une variation assez
faible, de 0,5 & 1 p.p.m. vers les champs forts pour C-5 ou C-5’ si I’atome de carbone
ancmére correspondant porte un substituant f, alors que I’on a un effet beaucoup
plus important, entre 3 et 5 p.p.m., lorsque la liaison a I’atome de carbone anomeére
est axiale.

Si I’on compare les déplacements chimiques des 13C du triacétate de cellulose
et du triacétate d’amylose on peut remarquer: (a) que le signal de C-1-a apparait dans
lIa région attendue, déplacé de 5 p.p.m. vers les champs forts par rapport au signal de
C-1-8, (b) que le signal de C-6 est peu sensible a la stéréochimie de la liaison, (c) que
le signal de I’atome de carbone non anomere engagé dans la liaison glycosidique (C-4)
apparait 3 champ plus fort dans le cas ou la liaison glycosidique est o« (—2 p.p.m.);
c’est le cas également de C-5. Par contre le signal de C-3 apparait dans des régions
voisines pour les triacétates de cellulose et d’amylose; ceci est probablement df au
fait que Peffet 1,3-diaxial est compensé par un effet inverse di a ’encombrement
stérique venant de Pautre unité. Le signal de C-2 est évidemment lui aussi sensible a
la nature de la liaison sur le carbone anomére. On peut donc constater que tous les
signaux des atomes de carbone sont déplacés vers les champs forts quand on passe
d’une liaison glycosidique 1,2-frans & une liaison 1,2-cis, excepté pour C-6. Ces
résultats sont en accord avec les observations générales effectuées sur les composés
modeéles. I est également possible d’effectuer une comparaison entre les polymeres
et leurs disaccharides correspondants. Nous avons reporté dans le Tabicau V les
variations des déplacements chimiques entre les atomes de carbone du polymére pris
comme référence et ceux du disaccharide mode¢le. En ce qui concerne le f-cellobiose
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TABLEAU V

VARIATIONS DES DEPLACEMENTS? CHIMIQUES ENTRE
LES ATOMES DE CARBONE DU DISACCHARIDE MODELE ET CEUX DU POLYMERE PRIS COMME REFERENCE

Déplacements chimigues® Composés
7-13 9-14

C-2 +0,20 +0,50
C-3 ~2,20 +3,20
Cc-4 -0,25 ~0,60
C-5 +0,55 +3,90
C-6 —0,50 +0,10
C-1’ +0,15 +0,05
C-2’ —0,50 —0,40
C-3” +0,25 —2,50
C-5/ -1 —0,45
C-67 —0,55 —0,95
4.8Yoir Tableaun I.

octaacétate, les atomes de carbone directement engagés dans la liaison glycosidique
(C-1’ et C-4) ont des déplacements chimiques qui coincident avec ceux du C-1 et du
C-4 du triacétate de cellulose. De la méme fagon seul C-1’ du f-maltose octaacétate
coincide avec le signal de C-1 du triacétate d’amylose (2 ce propos il faut signaler que
P'a-maltose octaacétate aurait été certainement un meilleur modéle vis-a-vis de C-4).
11 est difficile d’établir des corrélations précises en ce qui concerne les autres atomes
de carbone et cela traduit pour nous Ie fait que si un dimere est un bon modéle vis-a-
vis des deux extrémités du polymeére, il serait nécessaire d’avoir au moins un trimére
pour comparer les signaux des atomes de carbone de Punité intermédiaire avec ceux
du polymére.

En conclusion, il faut retenir essentiellement le fait que I’on a un déplacement
chimique vers les champs forts de la plupart des signaux lorsque I’on passe d’un
dérivé 1,2-trans (configuration f) a son homologue 1,2-cis (configuration o), cette
variation étant cependant différente suivant les atomes de carbone, et difficilement
prévisible.

PARTIE EXPFRIMENTALE

Specires de r.m.n.-*>C. — Ces spectres pour lesquels on effectue un découplage
par bruit du proton, ont été obtenus & 62,86 MHz avec un spectrométre Cameca
équipé d’un calculateur ayant 16 K de mémoire (12 K pour I’accumulation du
spectre); la température de la sonde est de 30°. Les spectres r.m.n.-13C sont réalisés
dans le chloroforme-d, en tube de 5 mm pour les mono- et disaccharides (300 mg/
0,5 ml) et en tube de § mm pour les polysaccharides (200 mg/1 mi). Les déplacements
chimiques sont donnés en p.p.m. par rapport au Me,Si (référence interne). La durée
du pulse est de 10 ps (environ 70°) et Pintervalle entre les pulses de 0,6 s (ce qui
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correspond au temps d’acquisition). Les constantes de couplages ont été déterminées
par la technique du « Gated decoupling» (temps de répétition: 1,6s; temps de
découplage: 1 s) afin de bénéficier de I’effet Overhauser. Trois techniques particulidres
d’irradiation ont été utilisées: le « gated decoupling », I’« off resonance » et la double
irradiation sélective.

Préparation des échantillons. — Le gentiobiose octaacétate*, I'isomaltose
octaacétate2®, le laminarabiose octaacétate®® et le nigérose octaacétate?® sont
préparés par condensation en présence de sels de mercure selon la méthode de
Koenigs—-Knorr modifiée par Helferich®*2. Les échantillons de a,a-tréhalose octa-
acétate, de triacétate de cellulose et de triacétate d’amylose nous ont été fournis
respectivement par H. Driguez et H. D. Chanzy. Tous les aufres dérivés sont
obtenus par acétylation de composés commerciaux.
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