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ABSTRACT 

Selective, double irradiation allows the assi,ment of most 13C-n.m.r. sisals 

in a series of per-O-ace@1 disaccharides composed of two D-glucose residues liuked 
a-(1-+3), p-(1+3), a-(1-+4), p-(1+4), cr-(l-,6), b-(1+6), and a,~+(l-,1). The main 
influences that affect the chemical shifts are discussed and the spectra of @-cellobiose 
octaacetate and p-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 13C-spectrum of a polymer. 

L’attribution non ambigu& de la plupart des signaux de resonance 13C de 
plusieurs disaccharides d&k-% du D-&COSe, totalement a&t@ et ii& c+(l+3), 

/I-(1-+3), w-(144), p-(1-+4), a-(1+6), p-(136) t e cr,cc-(1 +l) a 6th rhalisCe par double 
irradiation sClective. Les causes principales affectant les deplacements chimiques ainsi 
que la comparaison k deux des polyrneres a- et p-(1 -4) correspondants totalement 
acetyles, la cellulose et I’amylose, sont discuttes montrant les possibilites et les 
limitations de l’utilisation de mod&les disaccharidiques acCtylCs pour l’interpr&ation 
des spectres 13C des polymeres correspondants. 

INTRODUcTION 

L’importance de la resonance magnetique nucleaire du 13C dans l’etude des 
monosaccharides, disaccharides et polysaccharides n’est plus B demontrer; en effet, 
de nombreux travaux relatifs B ce sujet ont d&j& &t6 publi&l-l ‘. L’un des problemes 

essentiels dans ce domaine reside dans l’attribution non ambigue des differems 
signaux de r.m.n.- 13C des composes CtudiCs; cette attribution peut Ctre obtenue de 
differentes faqons: 

(a) En s’appuyant sur des rbgles ou correlations empiriques dans des skies de 
composbs: cette m&hodologie impose un certain nombre de donnees non Cquivoques 
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sur lesquelles on peut s’appuyer clans la suite, sinon le risque d’erreurs est trks 
important. On peut le reduire par utilisation de l’une des autres m&odes. La 
substitution (par un groupe m6thyle3*4 ou un groupe ac&yle”*5) est une des meilleures 
possibilit& d’athibution mais pr&ente ma@ tout des risques d’erreurs. Les etudes 
de relaxation ou d’effet 0verhauser11*12 apportent des indications expkimentaks 
tr& bonnes mais 18 emzore des exemples non ambigus sont souvent nkessaires & 
l’origine pour 6tayer les lois empiriques utilisables. 

(b) Par des mCthodes de marquage isotopique, les deux plus classiques &ant: 
(1) l’enrichissement en 2H qui est d&j& COMU pour les monosaccharides13 et que 
l’on peut appliquer aux polysaccharides comme l’a fait Goring dans le cas des 
D-marmanes; (2) l’emichissement en 13C qui permet l’attribution de l’atome de 
carbone enrichi14 (par l’intensite du signal) ainsi que celle de ses voisins immCdiats 
(par suite du couplage 1Jx3c_x3c); (3) p ar d kouplage partiel (<< off-rksonance )>)15*16 
ou irradiation sClective17’18 qui utilise la connaissance non ambig@ des spectres 
proton (g&e aux couplages) pour affecter de fawn univoque les atomes de carbone. 
C’est cette m&ode qui est utilist?e ici dans une s&e de disaccharides acCtyl& du 
D-glucose; leurs spectres de r.m.n.- ‘H sont en effet plus &al& que ceux des d&iv& 
hydroxyles et complktement analysables dans Ia plupart des cas. De plus ils constituent 
des modcles pour la comprehension des spectres de r.m.n.-13C des polysaccharides 
a&yl&. 

-TATS Er DISCUSSION 

Dans les spectres r.m.n.- “C des monosaccharides il est facile d’identier les 
atomes de carbone anomeriques et les atomes de carbone prim&es (-CH, et -CH,O-) 
par leurs dgplacements chimiques et la technique habituelle d’irradiation (<< off- 
r&sonance>>); le probEme se situe au niveau du choix entie les atomes de carbone 
secondaires (atomes de carbone du cycle). Dans le cas des disaccharides it est toujours 
faciie d:identifier les atomes de carbone anomkiques, mais par contre l’attribution 
reste ambiguE pour tous les autres atomes de carbone. 

L’irradiation selective permet de lever cette ambiguitC si le spectre proton est 
totalement analysable, et suffisamment du premier ordre comme ceci est t&s souvent 
le cas pour un disaccharide a&y16 examin avec un appareil A haut champ (250 MHz 
pour lH et 62,86 MHz pour 13C par exemp le . ) L’existence d’un appareil B sonde 
doublement accordee (Came@ rend plus ais& et plus prkise ce type d’expkience. 

Dans un syst&me possCdant un seul atome de carbone et un seul proton, la 
theorie’6*1g montre que l’on obtient une raie unique si l’irradiation a lieu exactement 
& la frhuence de rkonance du proton, ou deux raies, pour toute autre fdquence 
d’irradiation, avec un couplage rkiduel qui dipend de la puissance d’irradiation 
et de la diE&ence AF (AF =frCquence d’irradiation-frequence de r&onance du 
proton). 

Dans le cas de plusieurs systkmes 13C-lH independants, par exemple pour les 
diffkents atomes de carbone secondaires des saccharides (13C en abondance 
naturelle, &art suffisant entre les protons), une experience sdlective d’irradiation 
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permet: (a) d’attribuer l’atome de carbone couplf? au proton dont le deplacement 
chimique coincide avec la fr&quence d’irradiation (son signal devient un singulet), 
(b) d’utiliser Ies couplages r&duels pour avoir des indications sur les autres atomes de 
carbone si les 1Ja3c_IH sont tous du mdme ordre de grandeur. La Fig. 1 reprkente 
un exemple d’irradiation Aective dans le cas du methyl-I&3,4,6-t&a-U-a&y&cr-D- 
@ucopyranoside. Dans cet exemple le proton H-3 est irracli& s&ctivement B sa 

h 

Fig. 1. Spectre r.m.n.-13C du mBthyI-2,3,4,6-t~tra-O-acetyl-a-D-glucopyranoside (4) obtenu par 
irradiation s&ctive du proton H-3. 

frequence de rkonance avec une faible puissance (100 mG). Le spectre de r.m.n.-’ 3C 
obtenu permet de determiner sans Cquivoque A champ fort Ies siguaux (quadruplets) 
qui correspondent & C-6 et 5 l’atome de carbone du groupe mCthyle anomke. Le pit 
le plus intense est celui de C-3 (atome portant le proton irradi&)_ I1 tin&ficie d’un 
effet Overhauser nucltire 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-l que de H-2, mais que le .T, est plus grand pour C-l, compte 
tenu d’un couplage lJc_l_H_l 172,s Hz supCrieur A 1Jc_2_-A_z 151 Hz. On notera que 
chaque experience donne en fait plusieurs informations dont le recoupement permet 
une attribution sans aucun risque d’erreur. 

ll faut signaler que dans ces~conditions on n’observe pas les faibles couplages 
d’un atome 13C avec les protons non directement Us. Les couplagks 2J13c1H, 
3J13c_Ifi sont totakment supprim& et l&art entre les deux raies observks ne 
provient que du couplage ‘J. 

Dans le cas de C-6, il existe deux protons fortement coup&, aussi le spectre 
est-il un peu plus complexc (4 raies observables en g&&al); par contre l’attribution 
se fait d’une faGon analogue. 
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Analyse des spectres de r.m.n.-‘H et -13C_ - Nous avons effectid les spectres 
de r.m.wlH en transformee de Fourier (afin de selectionner les frequences d’irradia- 
tions) de huit disaccharides totalement ac&yl& auxquels sont ajoutes pour la discus- 
sion quatre derives du D-glucose et deux polymeres: 1,2,3,4,6-Penta-U-adtyl-/3-D- 
glucopyranose (l), 1,2,3,4&i-penta-U-a&&-or-D-glucopyranose (2), methyl-2,3,4,6- 
t&a-U-adtyl-8_D-glucopyranoside (3), methyl-2,3,4,6-t&ra-O-acCtyl-cr-D-glucopyra- 
noside (4), 1,2,3,~t~tra-U-ac~tyl-6-U-(2,3,4,6-tCtra-U-acCtyl-~-D-glucopyranosyl)-~- 
D-glucopyranose @-gentiobiose octaacetate) (5), 1,2,3,4-t&a-0-ac&yl-6-U-(2,3,4,6- 
tCtra-U-acCtyl-a-D-glucopyranosyl)-B-DgIucopyranose @isomaltose octaadtate) (6), 
1,2,3,6-tttra-O-a~tyl-4-0-(2,3,4,6-tCtra-O-acCtyl-~-D-glucopyranosyl)-~-D-~uco- 
pyranose @cellobiose octaadtate) Q, 1,2,3,6-t&a-U-acCtyM-O-(2,3,4,6-n&a-U- 
ac&yl-&D-glucopyranosyl)-z-D-glucopyranose (a-cellobiose octaadtate) (S), 1,2,3,6- 
t~tra-U-aC~ttyl-4-U-(2,3,4,6-t~tra-U-ac~tyl-a-D-glucopyranosy~)-~-D-~ucopyranose (8- 
maltose octaacetate) (9), 1,2,4,6-tCtra-O-acCtyl-3-0-(2,3,4,6-tCtra-O-acCtyl-~-D-gluco- 
pyranosyl)-&D-glucopyranose QLlaminarabiose octaacitate) (lo), 1,2,4,6-t&ra-O- 

ac~t~rl-3-0-(2,3,4,6-tCtra-U-acCtyl-~-D-glucopyranosyl)-B_D-glucopyranose (B-nigCrose 
octaadtate) (al), (2,3,4,6-t~tra-U-acCtyl-cc-D-glucopyranosyl)-2,3,4,6-t~tra-U-acCtyl- 
E-D-glucopyranoside (or,or-Mhalose octaacetate) (12), cellulose triacetate (13), 
amylose triacetate (14). 

L’analyse des spectres de r.m.n.- ‘H de ces derives est dans l’ensemble connue; 
pour certains composes elle a Cte compl&e par les merhodes de double resonance et 
de Double Resonance Inter Nucleaire (<< INDOR>>). Nous avons report& dans le 
Tableau I les d&placements chimiques des differents composes CtudiCs precedemment. 
Quand des protons apparaissent sous forme d’un multiplet complexes nous avons 
don& les deplacements chimiques des extrCmitCs du massif. 

Pour chacun des composes une s&e d’irradiations aux frequences de resonance 
des protons permet d’attribuer les signaux de chaque 13C sans ambiguite. Le 
Tableau II et la Fig. 2 donnent les deplacements ehimiques des differents 13C des 
composes Ctudits. Pour les cas ambigus, nous avons indique les differentes possibilites : 

cela se prod& quand deux 13C risonnent B des f&quences trop proches pour qu’il 
soit possible d’effectuer un choix 01: encore lorsque les ‘H resonnent a des frequences 
trop voisines (< 10 Hz). Comme on peut le constater d’apres le Tableau II et la 
Fig. 2, certaines des attributions publi6es et d&em-k&es par des correlations 
empiriiues sont en contradiction avec les nbtres. 

t-l 
Pour l’attribution des signaux aux atomes de carbone anomk-iques on retrouve 

les resultats habituels relatifs & ce type d’atomes en fonction de sa st&~ochimie (& ou 
/3) et du snbstituant; par exemple le signal de l’atome de carbone de la forme a- 

anomerique est deplace vers les champs forts de 4 B 5 p.p.m. par rapport au signal de 
l’atome de la forme p (voir Tableau III). Toutefois, l’cw-trchalose (12) fait exception 
& cette regle puisque I’atome de carbone anomerique E donne un signal 2 92,15 p-p-m. 
Ces rCsultats sent B comparer B ceux de Usui et aL4 (dans le cas de derives hydroxyles). 

Si l’on compare maintenant le deplacement chimique de l’atdme de carbone 
(uon anomtre> engage dans une liaison glycosidique par rapport au carbone cor- 
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Fig. 2. Comparaison des spectres de r.m.n.- 13C des d&iv&s l-14 et attribiions des diff&ents signaux. 
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TABLEAU III 

VARIATION DES DLPLACEMENTS CHMIQUES’= DE CERTAINS 13c DES DKFFkENTS DiRIdS ?k-UJXfS 

PAR RAPPORT AU 13c CORRESPONDANT DE 1 PRIS COMhlE P*FiFfP.ENCE 

col?~possp D&dacement chimiqueb 

C-I C-I ’ c-3 C-3’ c-5 C-5’ 

3 
5 

10 
7 
8 
2 
4 

6 
II 

9 
12 

+ 9,90 
+a,90 
+9,15 
-I- 8,85 

+2,so -l-9,15 
-2,75 
+5,15 

l-4,20 
+ 4,45 
+4,05 

+0.35 

+0,x -0,80 
+0,15 -0,70 
iOJ5 -0,90 
+0,lO - 0,731 

-3,40 -co,2 - 1,95 - 0,75 
-2,90 -2,bS 
-2,55 -5,45 

-2,75 - 5,20 
--3,45 -4,25 
-3,4O -4.05 

-2,70 - 4,40 

OabVoir Tableau I. Le simnc positif (+) correspond 3 un d&lacement vers les champs faibles par 
rapport au signal correspondant du composk pris comme r6f&ence. 

respondant du 1,2,3,4:6-penta-O-acetyl-/S-D-glucopyranose on constate que l’on a 
un deplacement vers les champs faibles de 5 p_p.m_ dans Ie cas d’un D-glucobiose 
octaacetate lie u et de 6-8 p.p.m. dans le cas d’un D-ghrcobiose octaadtate lie p. Ce 
phenomene est gCnCral et peut &re compare avec la variation de d&placement 
chimique que i’on observe pour un atome de carbone sur lequel on remplace un 
groupe hydroxyle par un groupe m&hoxyIe31 ou par un groupe glycosyloxyle4. 

Dans tous les mono- et disaccharides Ctudies, les atomes de carbone des 
groupes alcooliques primaires adtyles resonnent aux environs de 62 p.p.m. 11 faut 
toutefois signaler une exception pour le maltose octaacdtate; les signaux des deux C-6 
sont tres nettement s&pares (1 p_p.m.) et faciles B identifier (le signal du C-6 apparait 
a champ plus faible que celui du C-6’). Quant aux C-6 engages dans une liaison 
glycosidique, ils apparaissent avec un deplacement attendu de 4 a 6 p_p.m. vers Ies 
champs faibles (66,2 et 67,6 p_p_m_)_ 

Si on compare, dans le cas de derives oh le substituant en C-l (groupe methyle, 
ac&yle ou glycosyle) est axial, les d&placements chimiques des C-l, C-3 et C-S (effet 
1,3diaxial) on constate que I’on a un depiacement vers les champs forts de 3 ?t 
5 p_p.m_ par rapport aux cornposEs correspondants ayant une confisration 
equatoriale (1,2-kans). Ces resultats (voir Tableau IV) sont comparabies a ceux 
signal& par Usui et al. 4. Si on compare les deplacements chirniques des 13C de 
chacun de ces composes A ceux du 1,2,3,4,6-penta-CJ-acetyl-/?-D-glucopyranose 
(Tableau III), on peut constater que l’on n’a pas de variation des deplacements 
chimiques du C-3 des monomeres ou du C-3’ des disaccharides, lorsque Ie substituant 
est p sur C-l ou C-l’, alors que I’on a un deplacement vers les champs forts de 2,5 a 
3,5 p.p.m. iorsque le substituant est (x sur C-l ou C-l’. Ce phenomene a dejja ete 
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TABLEAU IV 

Compos6 D&placement chimiqd 

C-I c-i ’ c-3 C-3’ c-5 C-5’ 

2-l -2,65 -2,SO -2,SO 
4-3 --475 -2,so -4,65 
6-5 -4,70 -2,90 -4,50 
9-7 -4,8C -3,so -3,30 
11-10 -4,70 -3,60 -3,35 
14-13 -4,70 -0,75 -3,85 

“mbVoir Tableau I. Le signe (-) indique un deplacement vers les champs forts en passant de l’isomtre 
fi a son homologue a- 

constat& par Haverkamp et aZe7 et nous pensons comme lui que ce n’est pas l’aniso- 

tropie ou l’~lectron&ativit~ du substihrant qui est en cause (puisque ce phCnomene 
se retrouve toujours Avant que 1’0~ a un groupe acetyle, mdthyle ou glycosyle lie B 

l’atome de carbone anombre), mais qu’il est dii a des effets de compression sttrique 
qui ne dependent que de la configuration de l’atome de carbone anomire (substituant 

axial ou equatorial). De la mEme facon on peut noter que l’on a une variation assez 

faible, de 0,5 B 1 p.p.m. vers les champs forts pour C-5 ou C-5’ si I’atome de carbone 
anomere correspondant Porte un substituaut /3, alors que 1’0x1 a un effet beaucoup 
plus important, entre 3 et 5 p.p_m., lorsque la liaison a l’atome de carbone anomere 

est axiaie. 
Si l’on compare les d&placements chimiques des 13C du triacetate de cellulose 

et du triacetate d’amylose on peut remarquer: (a) que le signal de C-1-a apparait dans 

la region attendue, deplac6 de 5 p-p-m_ vers les champs forts par rapport au signal de 

C-l-j?, (b) que le signal de C-6 est peu sensible a Ia stereochimie de la liaison, (c) que 
le signal de l’atome de carbone non anombre engag dam la liaison glycosidique (C-4) 
apparaft a champ plus fort dans le cas oh la liaison glycosidique est a (-2 p.p.m.); 

c’est le cas egalement de C-5. Par contre Ie signal de C-3 apparait dam des regions 
voisines pour les triacetates de cellulose et d’amylose; ceci est probablement dQ au 
fait que l’effet 1,3-diaxial est cornpens par un effet inverse dti a l’encombrement 
st&ique venant de l’autre unit& Le signal de C-2 est evidemment lui aussi sensible a 

la nature de la liaison sur le carbone anomsre. On peut done constater que tous les 
signaux des atomes de carbone sont deplact% vers les champs forts quand on passe 
d’une liaison glycosidique I,2-frans A une liaison l,Zci.s, except6 pour C-6. Ces 
resultats sont en accord avec les observations g&&ales effectuees sur les composes 
modtles. 11 est Bgalement possible d’effectuer une comparaison entre les polymeres 

et leurs disaccharides correspondants. Nous avons reporte dans le Tableau V les 
variations des deplacements chimiques entre les atomes de carbone du polymere pris 
comme r&f&ence et ceux du disaccharide mod&!e. En ce qui conceme le /Scellobiose 
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TABLEAU V 

VARLXTIONS DES D6PLACma CHlMIQUE.5 ENTRE 

LES Al-O&ES DE -ONE DU DISACCHARID E MOD&E ET CEIX DU POLYb&RE PRIS COhlhfE R?%hNCE 

D@pIacements chimiqued’ Compost% 

7-13 9-14 

C-2 
c-3 
C-4 
c-5 
C-6 
C-l ’ 
C-2’ 
C-3’ 
C-5’ 
C-6’ 

2,20 
-0,25 

-1 

-0,55 

+0,50 
+3,20 
- 0,60 
-t-3,90 
i-0,10 
+ 0,05 
-0,40 
-2,50 
- 0,45 
-0,95 

u*bVoir TabIeau I. 

octaadtate, les atomes de carbone directement engages dam la liaison glycosidique 

(C-l’ et C-4) ont des dCplacements chimiques qui coincident avec ceux du C-l et du 
C-4 du triacetate de cellulose. De la mCme fagon seul C-l’ du B-maltose octaa&tate 
coincide avec le signal de C-l du triacetate d’amylose (a ce propos il faut signaler que 
l’cc-maltose octaac&ate aurait CtG certainement un meilleur modhle vis-k-vis de C-4). 
11 est difficile d’etabhr des corrdlations prkcises en ce qui conceme les autres atomes 
de carbone et cela traduit pour nous le fait que si un dim&e est un bon modLIe vis-b 
vis des deux extrCmitCs du polymere, il serait nkessaire d’avoir au moins un trimtre 
pour comparer Ies signaux des atomes de carbone de I’unitC intermddiaire avec ceux 
du polymhre. 

En conclusion, il faut retenir essentiellement le fait que l’on a un deplacement 
chimique vers ies champs forts de la phrpart des signaux Iorsque I’on passe dun 
derive 1,Ztrans (conf&uration j3) ZL son homologue 1,Zcis (contiguration a), cette 
variation Ctant cependant differente suivant les atomes de carbone, et clifficilement 
p&visible. 

PARTlE EXP&lMENTALE 

Specrres de r.m.n.- I3 C. - Ces spectres pour lesquels on effectue un decouplage 
par bruit du proton, ont ete obtenus a 62,86 MHz avec un spectrometre Cameca 
Cquipe d’un calculateur ayant 16 K de memoire (12 K pour l’accumulation du 
spectre); Ia temperature de la sonde est de 30”. Les spectres r.m.n.-13C sont r6alis6s 
dans le chloroforme-d, en tube de 5 mm pour les mono- et disaccharides (300 mg/ 
0,5 ml) et en tube de 8 mm pour les poiysaccharides (ZOO mg/l ml). Les dGpIacements 
chimiques sont don&s en p.p.m. par rapport au Me,Si (reference inteme). La durde 
du pulse est de- 10 J.IS (environ 70”) et l’intervalle entre les pulses de 0,6 s (ce qui 
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correspond au temps d’acquisition). Les constantes de couplages ont 6tc5 d&erminCes 
par la technique du <( Gated decoupling>> (temps de re@ition: 1,6 s; temps de 
dkouplage: 1 s) a61 de b&&icier de l’eget Overhauser. Trois techniques particuliks 

d’irradiation ont CtC utilis&es: Ie << gated decoupling 1). I’<< off resonance 1) et la double 
irradiation s&ctive. 

Prgparation des &hantiUons. - Le gentiobiose octaau5tatez4, I’isomaltose 

octaadtatez5, Ie laminarabiose octaacitate2’ et le nigkrose octaacttate2* sent 
preparks par condensation en presence de sels de mercure selon la m&ode de 

Koenigs-Knorr modifiee par Helferich32. Les tchantillons de a,a-trehalose octa- 
a&ate, de triadtate de cellulose et de triacetate d’amylose nous ont ete foumis 
respectivement par H. Driguez et H. D. Chanzy. Tous les autres d&iv& sont 
obtenus par ac&ylation de composis commerciaux. 

Nous remercions le Laboratoire Grenoblois de Resonance MagnCtique 
NuclCaire de Haute Resolution qui nous a permis de realiser ce travail en nous 
donnant acces au spectromitre Cameca. 
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