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The activation energy of the enzyme presents a sharp break a t  
20°. Values of 16200 cal/mole between O o  and 20° and 5530 cal/moIe 
between 200 and 55O have been found. 

The enzyme is an albumine, very soluble in water where it can 
be stocked in the cold for long periods without activity losses. Con- 
trarily t o  crystalline malt a-amylase, it is relatively stable towards 
low pH but rapidly destroyed at  high temperatures. It is totally and 
irreversibly destroyed by the salts of heavy metals. 

The electrophoretic mobility curve of crystalline malt ,%amylase 
has been determined; its isoelectric point lies a t  pH 6.1 & 0.1. As for 
the other crystalline amylaees, its absorption spectrum shows a 
maximum at 280 mp. 

The enzyme has no action on the a-phenylmaltoside. 

Laboratoires de Chimie organique et inorganique 
de 1’UniversitB de GenBve. 

33. La methanolyse de l’acide hyaluronique m6thyl6. 
Recherches sur l’acide hyaluronique et les substances apparentees Vl) 

par R. W. Jeanloz. 
(10 XI1 51) 

N e y e r ,  PeZZig & Fischev2) ont propose r6ceminent une structure 
de l’acide hyaluronique quelque peu diffBrente de celle que nous avions 
prBsentBe Comme nous, ils ont observB que l’acide hyaluronique 
n’6tait pratiquement pas oxyde par l’ion periodate, et ils en ont conclu 
glue le reste glucuronique Btait lie au reste glucosaminique par les posi- 
tions 1-3, alors qu’une liaison 1-6 Btait exclue entre le reste glucosa- 
minique et le reste glucuronique. Pour Btablir la nature do cette der- 
nibre liaison, ils ont effectu6 l’oxydation, par l’ion periodate, du pro- 
duit de scission m6thanolytique de l’acide hyaluronique m6thyl6. 11s 
en ont ddduit que seule une liaison 1-4 est possible, alors que nos 
rdsultats s’accordaient mieux avec une liaison 1-34). Les donn6es qui 

l) 4me communication, R. W. Jeanloz & E. Forchielli, J. Biol. Chem. 190, 537 
(1951). Cette communication porte le N O .  126 des communications du  Robert W .  Loveit 
Memorial for the Study of Crippling Disease, Harvard Medical School. 

2,  K.  H .  Meyer & J .  Fellig, Exper. 6, 186 (1950); K.  H .  Meyer., J .  Fellig & Ed. H .  
Pischer, Helv. 34,939 (1951). 

s, R. Jeanloz, Exper. 6, 52 (1950); K .  W. Jmnloz & E.  ForchieZli, J. Riol. Chem. 
190, 537 (1951). 

4, Meyer, FeZlig & Fischer (loc. cit. p. 944) ont k i t  que nous avions bas6 notrc 
choix eutrc ces deux possibilitks, sur une comparaison avce l’oxydation par le periodate 
de l’ac6tylglucosamine. Cette interpretation de notre article3) est erronbe ; nous avons bas6 
notre choix sur une comparaison de l’oxydation par le periodate do I’acide hyaluronique 
d6sac6tyl6 avec l’oxydation du chitosane et de I’m-m6thylglucosaminide. 
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ont conduit Meyer et coll. B cette conclusion ne nous paraissent pas a 
l’abri de la critique. Dans leur schema 111), decrivant la m6thanolyse 
et  l’oxydation par le periodate, ainsi que dans leur discussion, ils in- 
diquent que la scission du polysaccharide est complBte et que la glu- 
cosamine se trouve sous formc de monoside. I1 a 6tB toutefois rapport6 
que la scission m6thanolytique des uronosides m8thyl4s est souvent 
impossible2). D’autre part, Meyer et coll. Btablissent que le groupe 
N-acetyle de la glucosamine est complktement scind6. Or, leurs con- 
ditions (CH,OH-HC1 5yo pendant 24 h.) ne sont pas assez diffd- 
rentes de celles qui sont employees pour la pr6paration de l’cr-m6- 
thyl-N-acetylglucosaminide (CH,OH--HC1 2 % pendant 2 h.) 9, pour 
qu’elles ne mettent en doute la precision du dosage utilise. Enfin, ils 
ne differencient pas dans la teneur finale en groupes methoxyles de 
l’acide hyaluronique m6thyl6, les esters methoxyliques des &hers me- 
thoxyliques, alors que seuls ces derniers entrent en ligne de compte 
pour connaitre le degre de methylation. 

I1 nous parait possible d’interprkter diff6remment les resultats 
obtenus par Meyer, PeZZig & Bischer et d’expliquer ainsi la divergence 
entre la formule qu’ils proposent pour l’acide hyaluronique et celle qui 
semble correspondre le mieux 31, nos r6sultats. DBs lors, il nous a semble 
necessaire de reprendre 1’6tude de leur m6t;hode et d’essayer de carac- 
tBriser les produits obtenus par methanolyse de l’acide hyaluronique 

-- 

H-C-OCH, 

KO- C-H 

H-C-OCH, 

H-C 0- 
I 

- 
methyl6. 

I 

H-C -OCEI, 

H- C -OCH, 
I 

I 

RO-C-H 
I 

H-C-OCH, 

H-A-0- 
I 

COOCH, 

H-C-NHCOCH, 

-0-C-H 

H-C-OCH, 

H-C 0- 

- 

H-C-OCH, 

H- c -NHCOCH, 

RO-C-H 

H-C-OCH, 
I 

H-C 0 
I 

CH,OCH, 

ig. 14). 

La mdthanolyse peut fournir thhoriquernent, soit un melange de 
monosides (A, fig. l), soit un bioside (B, fig. I), ou encore un melange 

l) LOC. cit. p. 945. 
2, Voir entre autres M .  A. G.  K a y e  & M .  Stucey, Biochem. J. 46, xiii (1950), et 

B. Lythgoe & S. Tripett, SOC. 1950, 1983. - R. E. Reeves & W. F. Goebel, J. Biol. Chem. 
139, 511 (1941), ont rBduit le groiipe carboxyle du polysaccharide de pncumocoque I11 
m6thyI6, avant de l’hydrolyser. 

R. G. G. Noggridge & A.  Neuberger, SOC. 1938, 745. 
4, Les structures chimiques representees dans cette figure ne servent qu’h illustrer 

les diff6rences analytiques entre A et B; ni la position des groupes m6thoxjh.  ni la posi- 
tion de la liaison entre les deux sucres ne sont Btablies de fapon eertaine. 



364 HELVETICA CHIMICA ACTA. 

de biosides et/ou de tbtraosides. Pour Btablir laquelle de ces possibilitbs 
est rhalisee, nous avons mis au point une methode de dosage du groupe 
methoxyle h6t&osidique, puis nous avons peracetyle le produit de 
mdthanolyse et avons determine les groupes acetyles, acides et m6tho- 
xyles hbterosidiques. Ces determinations, appliquees B un melange de 
monosides ou B un bioside, sont assez differentes pour qu’un choix 
soit possible. 

Xe’thanolyse et ace’tylation. 
L’acide hyaluronique methyl6 employe a Btb prepark avec un 

rendement de 60% (75% en tenant compte de la fraction moins me- 
thylde rkcup6rhe) a partir d’un acide hyaluronique isole de cordons 
ombilicaux humains et deharrass6 de I’acide ehondroItine-sulfurique 
(teneur en S < 0,3 %); cette preparation est ddcrite dans la communi- 
cation V I  de cette s6rie. Ses caracteristiques sont les suivantes: 
[a]: = -510dans le methanol; N 3,1%; acktyle 10,4%; OCH, totaux 
30,4%; OCH, ethers 23,2%; OCH, esters 6,9%; degrB moyen de m6- 
thylation: 3,5 hydroxyles methyl& sur 4 par periode de base (N-ack- 
tylglucosamine + acide glucuronique - 2 H,O) ; le produit est soluble 
dans l’eau et le methanol seulement. 

La methanolyse a Bte effectuhe dans des conditions identiques b 
celles dbcrites par iweyer, Pellig & Pischer, pendant 12 h., 24 h.et 72 h. 
Les produits de methanolyse ont bt4 ensuite N-ae4tyles par traitement 

l’anhydride acetique en presence d’oxyde d’argent en solution me- 
thanolique, puis peracetyl4s par l’anhydride ac6tique en presence de 
pyridine. 

Analyses.  
Le produit methanolyse pendant 24 h. a 6 th  spdcialement Btudii., 

cette durbe de contact &ant celle utjlisee par Mejer et coll. Les rksul- 
tats des trois methanolyses sont rapport& dans le tableau I, compares 
BUX resultats calcules our un mPlange de monosides, un bioside et 
un tdtraoside, obtenus if partir d’un acide hyaluronique methyl6 B ’75 yo 
(3’5 groupes sur 4). 

La scission des liaisons glycosidiques semble &re ddjB complete 
apr8s une douxaine d’heures, les pouvoirs rotatoires et la teneur en 
groupes methoxyles heterosidiques &ant devenus pratiquement cons- 
tants. Les groupes N-acetyles ne sont alors que partiellement scindes ; 
m&me aprbs 72 h., ils ne le seront pas totalement. Ce fait explique la 
teneur hasse en chlore du mdthanolysat isole sous forme de chlor- 
hydrate du groupe amine d6sacktyl6. 

La teneur en m6thoxyles totaux du methanolysat est trop basse 
si l’on admet des tetraosides ou des oligosides de poids mol6culaires 
inferieurs; a peine 1’5 % de groupes methoxyles sont introduits par la 
methanolyse et mi3me les erreurs de dosage (qui peuvent aller jusqu’a 
1% dans cette rlbtermination) ne peuvent en expliquer la, raison. Par 
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contre, le dosage des groupes mkthoxyles hdtkrosidiques et du pouvoir 
rdducteur montre que dans le cas d’un bioside, 45 yo des groupes aldd- 
hydiques seraient hdtdrosidifiks, alors que 30 % seraient libres; dans 
le cas d’un tktraoside, ces proportions sont respectivement 85 % et 
60 yo. Ces deux oligosides sont probablement prdsents. Malheureuse- 
ment, il n’est pas possible de connaitre de faqon certaine si le groupe 

Tableau I. 
Analyses des produits de scission mBthanolytique, avant e t  aprks acetylation, obtenus 

b partir de l’acide hyaluroniquc m6thyl61). 

Calcule 

Mono- I Bio- 1 TBtra- 
sides side oside 

Trouv6 

12h. 1 24h. I 72 h. 

C1 yo . . . . . . . . . I -  7 , l  
[ElD . . . . . . . . . 

N (Kjeldahl) ”/b . . . . 
OCH, totaux ”/, . . . . 
OCH, esters yo . . . . 
OCH, hkterosides ”/b . . 

Groupes aldehydiques ”/, 
Acetyles yo . . . . . . 

2,s 
40,2 

6,2 
12,4 
- 
0,423 

M6thanolysat 

Acbtyles totaux ”/o . . . 
Groupes acides 74 . . . 
OCH, esters ”/o . . . . 
OCH, h6tBrosides $6 . . 

+ 63,3” 
- 

- 

- 

7,3 

4,9 ; 4,9 
2,9 

- 

24,6 20,O 17,4 21,O 18,3 18,l 
0,571 0,464 0,404 - 0,382 0,413 
5,l 5,8 6,3 6,9 6 S  8 S  

10,l 5,8 3,l 2,4 3,o 2,6 

+ 58,9” 
5,6 
3,1 

2,9 

31,4; 31, 
6,7 ; 7,3 

3,7; 4,l 
0,069 

MBthanolysat perac6tylB 

+ 66,6” 
- 

- 
- 

7 3 ;  7,6 
3 4  
1,5; 1,s 
0,051 

aldkhydique est voisin d’un groupe amine libre, ce qui affecterait la 
valeur de la determination du pouvoir rkducteur. I1 semble pour le 
moins &range que d’une mdthanolyse, effectuke en l’absence complete 
d’eau, rksulte une hydrolyse partielle ; toutefois une telle possibilith 
avait dBjA Btd envisagke par Kuye & Stuceyz) dans leur discussion de 
la mkthylation suivie de scission de l’acide hyaluronique. 

Tous les rksultats analytiques (groupes mkthoxyles hktkrosidiques 
du mbthanolysat, acktyles totaux, groupes acides et groupes m6tho- 
xyles hdtkrosidiques du mkthanolysat acCttyl6) excluent la possibilitk 
d’une scission jusqu’au stade de monosides. I1 est difficile d’dtablir si 
l’on est en presence de biosides ou de tdtraosides, car il n’est pas exclu 
que les groupes mdthyles hktkrosidiques existant dans ces produits ne 

I) Les resultats sont calculBs sur la base de prodtiits compl6tement d6sacktylBs et  
hbt6rosidifi6s, B l’exception de ceux marques d’un astBrique, calcules sur la base de produits 
complbtement dAsac6tyli: e t  ne possedant pas de methoxyle h8tBrosidique. 

2, M .  8. G. Kaye & M .  Stacey, Biochem. J. 48, 249 (1951). 



266 HELVETICA CHIMICA ACTA. 

s’y trouvent sous une forme difficilement scindable dans les conditions 
employees pour leur dosage; seul un emploi systkmatique de cette 
methode de dosage permettrait d’en juger les limites. 

La teneur en groupes aldehydiques libres plus basse pour la me- 
thanolyse de 7% h., ainsi que le dosage des acdtyles totaux et les modi- 
fications du pouvoir rotatoire semblent indiquer une polym6risation 
des produits de scission, d’une manikre analogue h la rkversion du 
glucose lors de l’hydrolyse de la cellulose ou de l’amidon. 

Oxydation par Pion periodate. 
11 nous a semble interessant de soumettre h l’oxydation par l’ion 

periodate les produits de la mkthanolyse, dans les conditions @tablies 
pour les derivPs de la glucosaminel). Les rBsultats en sont rapport& 
dans le tableau 11. 

Tableau 11. 
Oxydation I pH 4,5, par I’ion periodate, des methanolysats de I’acidc hyaluronique 
m6thyl6, I Oo pour la dkterminstion de la congommttion d’oxydant, e t  i 25O pour la 

determination de I’ammoniaque lib6r6e. 

MBthan- 
olysat de 

24 h. 

Consommation de periodate 
en moles par 100 g de subs- 
tance 

Liberation d’ammoniaque 
en moles par 100 g de subs- 
tance - 

DurBe 
en heurer 

DurBe 
:n heurei 

M6than- 
dysat de 

72 h. 

20 
40 
85 

4 
22 
75 

Meyer, 
Pellig & 
Pischer 

0,045 
0,05 
0,05 

20 
66 

0,105 
0,110 0,051 
0,118 I 
0,07 
0,06 1 - 

- 

I 

Toute interpretation de ces resultats en vue d’dtablir une struc- 
ture chimique est aleatoire pour les raisons suivantes : 

lo Le methanolysat est compos6 d’oligosides en proportions in- 
connues. 

2O La position des groupes aldehydiques libres n’est pas deter- 
minee. S’ils sont fixes sur la glucosamine, ils peuvent &re voisins d’un 
groupe amine libre ou ac6tyl6. 

3 O  La methylation du produit de depart est incomplkte et la posi- 
tion de l’hydroxyle, laisse partiellement libre de ce fait, est inconnue. 

Si le choix d’une structure est impossible, vu le trBs grand nombre 
de possibilites, on peut cependant tirer quelques indications du resultat 
de cette oxyd. cb t’ ion. 

La faible consommation d’oxydant et la liberation d’ammoniaque 
excluent la presence de monosides. La plus grande quantitb d’a!mmo- 

1) R. W .  Jeunlos & E .  Forchielli, J. Biol. Chem. 188, 361 (1951). 
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niaquelib6rcie par le methanolysat de 72 h. semble indiquer quele groupe 
aldehydique libre serait fix6 sur la glucosamine et voisin d’un groupe 
amine libre, alors que les quantitds identiques d’oxydant consommkes 
par les methanolysats de 24 h. et de 72 h. appuient l’hypothbse d’une 
rbversion. 

Les differences entre nos r6sultats et les r6sultats de Meyer, PeZZiy 
& Pischer, peuvent s’expliquer partiellement par le fait que ces der- 
niers ont 6tB obtenus par extrapolation au temps z6ro et probablement 
par un degr6 de m6thylation different ou par l’emploi d’une qnantit6 
insuffjsante d’oxydant. 

Chromutogruphie du methanol ysat peruce’t yle. 
On sait qu’il est ais6 de &parer, par chromatographie, la glucosa- 

mine de l’acide glucuronique ou leurs d6rivds. C’est pourquoi nous 
ayons soumis a une s6paration chromatographique tr&s pouss6e sur 
I’acide silicique le mdthanolysat de 72 h. apres acktylation. Bien que 
50 fractions diffdrentes aient 6 th  obtenues, 82 % du produit soumis B 
la separation ont 6t6 retrouds dsns deux fractions conskcutives ; le 
reste est reparti entre les autres fractions sans qu’aucune n’en ren- 
ferme plus de 2 ”/o. Les deux fractions fournissant la majorit6 du pro- 
duit ont 6t6 &lubes par un m6lange de chloroforme et d’acbtone ou par 
un melange de chloroforme et de methanol; l’ac6tone ou le methanol 
Btaient indispensables pour cette elution, alors que le chloroforme seul 
Btait sans aucune action. Par comparaison, nous avons adsorb6 sur 
l’acide silicique 1’cx-m~thyl-dim6thyl-3,4-ac6tyl-6-N-ac6tylglucosami- 
nidel): ce corps Btait d6jh Blue par un melange d’ac6tate d’6thyle et 
de chloroforme. Cette diffkrence de eomportement est une nouvelle 
preuve de ce que le methanolysat n’est pas form6 d’un melange de 
glucuronosides m6thyl6s et de m6thyl-dim6thylglucosaminides. 

Les produits do la sdparation chromatographique des m6thanoly- 
sats de 24 h. et de 72 h. peracetyl6s ont donne des biosides eristallins sur 
la constitution desqnels nous reviendrons dam un prochain travail. 

Kaye & Blacey2) ont Bgalement scinde par m6thanolyse un acide 
hyaluronique methyl6, pr6par6 h, partir d7un produit de d6psrt pay- 
tiellement dBgrad6. A c6tB de sirops qu’il ne leur fut pas possible de 
cristalliser et d’identifier, ils ne purent isoler, apr&s une nouvelle mP- 
thylation des produits de scission, que quelques milligrammes de l’a- 
mdthylglucoside de I’acide trim6thyl-2,3,4-glucuronique, sous forme 
d’amide, alors qu’ils Btaient partis de plus de 2 g d’acide hyaluronique 
mBthyl6. D’aprks nos rksultats, il semble bien que ces auteurs n’ont 
pu obtenir des monosides cristallins en plus grande quantite ti cause 
d’une scission incomplete du polyoside m6thyl6. 

l) La synthkse de ce compose sera publiee dam la 7kme communication de cette serie. 
2, M .  A.  G. Kaye  & M .  Xtacey, Biochem. J. 48, 249 (1951). 
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I1 ne fait aucun doute que le produit BtudiB par i l leyer,  PeZZig & 
Fischer a dii &re un melange de composds resultant d’une scission in- 
compl&te de l’acide hyaluronique methyl6 et que les monosides n’y 
Btaient presents qu’en quantitds faibles. I1 ne semble, par consbquent, 
pas possible de dBduire de leur travail une constitution de l’acide 
h yaluronique. 

A notre avis, l’oxydation par l’ion periodate ne presente de valeur 
que lorsqu’elle est appliquBe a des produits dont la majorit6 des pro- 
priBtBs sont connues. Dans le cas des polyosides complexes, cette oxy- 
dation ne peut que confirmer des structures Btablies par d’autres md- 
thodes ou, utilisee prbliminairement, Bliminer certaines structures. Vou- 
loir en faire un instrument de determination rapide de ces structures 
sans passer par la voie laborieuse de la mBthylation, suivie d’identifi- 
cation complPte des produits de scission, ne peut que mener Bun khec. 

Part i e e xp Brim en t a I e. 
Me‘thzoZyse*). 300 mg de Yether mBthylique de I’acide hyaluronique rnBthy162) sont 

si.ch6s une nuit B 65O au vide pouss6 en presence de pentoxyde de phosphore. 11s sont 
additionnes de 15 cm3 d’une solution de gaz chlorhydrique B 8% dans 1e m6thanol anhydrc 
ct  chauff6s B reflux pendant 12 h., 24 h. e t  72 h. B l’abri de l’humidite. La solution est 6va- 
por6e au vide e t  l’acide chlorhydrique chass6 par des additions r6p6t6es de tolukne sec, 
suivies d’6vaporation au vide. Le sirop residue1 est laisse deux jours dans un dessicateur 
sous un vide pouss6 en presence d‘hydroxyde de potassium solide. I1 est alors dissout dans 
10 cm3 d’eau glac6e et la solution est filtrtie travers une double couche de Filter Cel 
(Celitc Johns Munsville) et  de charbon actif (Darco G-60); le filtre est soigneueement lave 
B l’cau glac6e. Les solutions aqueuses sont rbunies, congelees e t  lyophylis6es ; elles laissent 
un sirop de couleur jaune pAle, pesant en moyenne de 310 B 315 mg aprks sechage au vide 
pousse B poids constant. Le rendement calcule pour la formation d’un melange de mono- 
sides est de 342 mg, pour un bioside de 319 mg et pour un t6traoside de 311 mg. 

Ac&ylation. 42 mg de methanolysat s k h 6  sont dissous dans 1 cm3 de methanol 
anhydre e t  additionnes de 20 mg d’ac6tate d’argent e t  de 0,05 cm3 d’anhydride acetique. 
Aprks deux jours de repos B temp6rature ambiante en flacon ferm6, le melange est dilu@ 
avec du methanol e t  les sels d’argent sont centrifuges et  laves avec du m6thanol. La 
solution methanolique est Bvapor6e au  vide, le residu sirupeux est repris par 17ac6tone, 
filtre et Bvapoi-6, Iaissant un sirop pesant 42 mg, aprh s6chage au vide pouss6 B 65O. 
Ce sirop est dissous dans 1 om3 de pyridine anhydre et  additionne de 0,6 cm3 d‘an- 
hydride acetique. Aprks deux jours B temphrature ambiante en flacon ferm6, le melange 
est chauff6 B 60° B l’abri de l’humidite pendant une demi-heure, puis il est refroidi dans 
un bain de glace, e t  additiond de 1 01113 dc methanol. Aprks une heure B temperature 
ambiante, la solution est Bvaporke au  vide e t  la pyridine chassee par plusieurs additions 
de toluhe sec, suivies d’6vaporation au vide. Le sirop residue1 est repris par le chloroforme, 
decolore par addition de charbon actif Darco G-60, filtre sur Filter-Cel e t  Darco G-60 et  
le chloroforme est OvaporO au vide, laissant un sirop do couleur jaune pOle, qui est alors 
seche pendant 2 h. au vide pouss6 b 65O en presence de pentoxyde de phosphore. Le rende- 
ment est de 48 mg. 

dnalyses. 
Avant chaque determination, 10s substanccs sont seehees 2 h. au vide pouss6 A 65O 

en presence de pentoxyde de phosphore, puis pes6es en flacon ferme. 

’) K.  H. Meyer, J. Fellig & Ed. H .  Fischer, loc. cit. 
2, Les constantes sont dhcrites dans la partie theorique. 
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Pouvoir rotatoire: determine dans le methanol anhydre, ti une concentration variant 

Chlore et groupes mkthoxyles totaux. (Dosages effectu6s par MM. G. Weiler & P. B. 

Methanolysat de 24 h.: 3,634 mg donnent 0,204 mg de C1, C15,63%. 1,645; 3,705 mg 

Azote (selon Kjeldahl). 
Methanolysat de 24 h. : 13,50; 13,Ol mg ont consomme 2,12; 2,OO om3 

HC10,0143-n. Azote 3,14; 3,08% 
Acktyles. Les acetyles totaux sont d6termines par la methode de Hadidian & Piriel) .  

Dans le cas des composes analyses sous forme de chlorhydrate, il a At6 vkrifie que l’acide 
chlorhydrique n’est pas libere dans les conditions de l’experience. 

de 0,8 B 1,5%, ti 25O, dans un tube de 2 dm. 

Strauss, Oxford, Angleterre.) 

donnent 3,960; 8,806 mg AgI OCH, 31,44; 31,81%. 

Methanolysat de 12 h.: 4,43; 4,50 mg consomment 0,50; 0,51 cm3 
NaOH 0,Ol-n. Acetyle 4,9; 4,9% 

Methanolysat de 24 h.: 10,95; 9,49 mg consomment 0,95; G,91 cm3 
NaOH 0,Ol-n. Acetyle 3,7; 4,1% 

Methanolysat de 72 h.: 3,28; 5,55 mg consomment 0,12; 0,25 cm3 
NaOH 0,Ol-n. Acetyle 1,5; 1,9% 

Methanolysat de 12 h. acetyle: 8,52 mg consomment 4,lU; 4,21 cm3 
NaOH 0,Ol-n. AcBtyle 20,9; 21,2$4 

Methanolysat de 24 h. achtylk: 7,57 mg consomment 3,16 cm3 
NaOH 0,Ol-n. Ac6tyle 1U,3y0 

Methanolysat de 72 h. acktyle: 3,46 mg consomment 1,45 cm3 
NaOH 0,Ol-n. Acetyle 18,1y0 

Groupes me‘thoxyles esters et hktkrosidiques. Nous employons la methode de detei - 
mination quantitative du methanol de Boos2). 

La substance est additionnee de 2cm3 d’hydroxyde de sodium 2-n. et  chauffee 
15 min. au bain-marie en ballon ferme par un bouchon rode. AprAs refroidissement, 1tt 
substance est transferee dans un ballon de 50 om3, diluee avec 4 ou 5 om3 d’eau et distill60 
dans un appareil muni d’une trappe et  d’un refrigkrant descendant; 5 cm3 de distillat 
sont recueillis dans un flacon jauge de 5 cm3, refroidi dans un bain de glace. Dans des 
prices de 1 om3, on dose alors le m6thanol selon Boos, ce qui donne la teneur en groupes 
methoxyles esters. Le residu de distillation est transfer6 avec 4 cm3 d’acide sulfurique 
2-n. dans un ballon ferme par un bouchon rode; ce dernier est scelM avec de la cire et la 
solution est chauffh une nuit itu bain-marie. Ap&s refroidissement, le contenu est neutra- 
lise approximativement et dilue jusqu’8 un volume de 6 ou 7 cm3, puis la solution est 
distillee comme ci-dessns. Le dosage du mkthanol d’aprhs Boos donne alors la teneur en 
groupes methoxyles heterosidiques. La quantite de substance est choisie de fagon ti avoir 
une teneur finale en methanol de 20 A 50 7 dans chaque prise de 1 om3. En m6me temps 
que chaque serie de dosages, on effectue une serie connue contenant approximativement 
20,40 et 60 y de methanol par cms, pour Btablir la courbe colorimetrique. 

Lorsque le traitement par l’hydroxyde de sodium est supprime, on obtient la teneur 
en groupes methoxyles labiles en presence d‘acide (esters et h6t6rosidiques) ; quelques 
composes connus ont 6t6 analyses de cette fapon (Tableau 111). 

Le t~tram~thyl-2,3,4,6-glucose trait6 d’une manikre identique donne 2% de groupes 
inethoxyles, indiquant une certaine labilite, dans ces conditions, des groupes methoxyles 
ethers (probablement le groupe en position 6). I1 est evident que cette methode, bien mise 
au point pour le dosage des groupes m6thoxyles Bthersz), demande une plus ample veri- 
fication pour le dosage des methoxyles h6t6rosidiques3). 

l) 2. Hadidian & N .  W .  Pirie, Biochem. J. 42, 260 (1948). 
2, R. N .  Boos, Anal. Chem. 20, 964 (1948). 
,) Le dosage du groupe methoxyle hkterosidique de composes insolubles dans l’eau, 

comme par exemple l’cc-m6thyl-triac6ty1-2,3, B-~-mannoside, ne donne pas de rOsultat 
satisfaisant. 



r Substance 

I-- p-Aminobenzoate de mbthyle . . . . I cc-MBthylglucoside . . . . . . . . . 
@-Mbthylriboside . . . . . . . . . . 
ct-M6thyl-dimethyl-2,3-glucoside . . . I 

I) J. F. Alicino, Anal. Chcm. 20, 590 (1948). 
2, R. W .  Jeanloz & E.  Forchielli, J. Biol. Chem. 188, 361 (1951). 
j) R. W .  Jeanloz & E .  Forchielli, J. Biol. Chem. 188, 361 (1951); Helv. 23. 1690 

(1 950). 

% OCH, esters ou 
hdt6rosidiques 

Trouvb -1 I Calcul6 

19,6 20,7 I 
15,O 16,O 
18,6 
13,6 ;;:: ] 
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de laquelle la consommation d’oxydant est mesurke, et ti 25O, pendant I’oxydation pour la 
d6termination de l’ammoniaque lib8r6e. Dans cette d6termination, il est nkcessaire d’intro- 
duire quelques gouttes d’alcool octylique pour emp6cher la formation de mousses, lors de 
la distillation en prksence d’oxyde do magnbsium. Un essai A blanc est effect& dam les 
m6mes conditions pour chaque dhtermination. Les rCsultats sont rapport& dans le 
tableau 11. 

Nous remercions M. E.  Forchielli pour son aide dans la prbparation de I’ester mkthy- 
lique de l’acide hyaluroniquc methyl6 et M. M .  Spivak pour son aide dans le dosage des 
groupes mkthoxyles esters et glycosidiques. 

SUMMARY. 

Action of methanolic hydrochloric acid on the methyl ester of 
methylated hyaluronic acid does not produce monosides. Thus, per- 
iodate oxidation of the split product cannot be used to establish the 
structure of hyaluronique acid. 

A microdet ermination of the glycosidic methoxyl groups is des- 
cribed. 

Research Laboratories of the Medical Clinic, Massachusetts 
General Hospital, et Department of Biological Chemistry, 

Harvard Medical School, Boston, Mass., U.S.A. 

34. Isolierung yon Alstonin aus afrikanischen Rauwolfia- Arten 
von E. Schlittler, H. Schwarz und F. Bader. 

(14. XII. 51.) 

Biddiqui  d2 Biddiyuil) haben als erste die beiden Alkaloide Ajma- 
lin und Serpentin aus der indischen Rauwolfia serpentina Benth. iso- 
liert. Mit der Chemie des Ajmalins haben sich Robinson und Mitarb.2) 
befasst, wahrend die Konstitution des Serpentins von E. Xchlittler 
& H.  Bchwarx3) aufgekliirt worden ist. 

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, afrikanische Rauwolfia- 
Arten vergleichend auf ihren Alkaloidgehalt zu priifen. Dazu standen 
uns Rauwolfia vomitoria Afzel und Rauwolfia obscura E. Bchuum. 
zur Verfiigung4). Wir haben dieses Pflanzenmaterial ahnlich aufge- 
arbeitet, wie dies friiher beschrieben worden ist Ein prinzipieller 
Unterschied bestand darin, dass keine Vorextraktion mit Athylen- 

S. Siddipui & R. H. Siddipui, J. Ind. Chem. SOC. 8, 667 (1931 j ; 9, 539 (1932) ; 12, 
37 (1935); 16, 421 (1939). 

z, D .  Xukherj i ,  R. Robinson & E. Schlittler, Exper. 5,  215 (1949). 
3, E. Schlittler & H .  Schwurz, Helv. 33, 1463 (1950). 
4) Die Wurzeln yon Rauwolfia vomitoria verdanken wir Pbre Callens vom botani- 

schen Garten Kisantu (Belg. Kongo). Die Rinden von Rauwolfia obscure hat uns Herr 
Dr. P. Speiser (Afrikaexpedition der UniversitLt Base1 1950) freundlicherweisc zur Ver- 
fugung gestellt. 


