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SUJIhIARi- 

il~walytical am1 +m+wative 
tvi- ami tctrnrrtethyl dILCYS 

Partial mctliylation of a-methyl-D-mannoside produces a mixture of di-, 
tri- and tetrametllyl ethers tllat are fractionated by gas-liquid chroxnatograpl~y 
on Carbowax 6ooo/Chromosorb W-AW-HMDS columns. All ethers are separated 
except the 2,3,4- and 3,4,G-methyl derivatives, which have to be further fractionated 
on the sanle columns in the form of TMS-derivatives, 

INTRODUCTION 

Les tthcrs mbthyliqucs cles monosaccharides destines h servir de produits 
de rtifbrence clans l’csploration de la structure des polysaccharicles likes et con- 
juguils sont g&n&ralenacnt .pr6parc’s par synthbse organique. Ce genre de pro&cl& 
est toujours cl’application longue et delicate, principalement en cc qui concerne 
les dcriv& m6thylk du wmanxlose. C’est pourquoi nous nous sommes tourn& vers 
la cliromatographie prbparativc en phase gazeuse des bthcrs mbthyliques obtenus 
par un pro&e dc m&thylatioxx partielle de l’a-m&hyl-D-mannosicle inspire de la 
technique de HANDA JZT MONTGO~IER’~ l. Dans le pr&ent m6moire, nous dkrivons 
une m&hode simple et rapide qui permet cl’identifier et d’isoler les d&-iv& tdtra-, 
tri- et dimfithyl& de l’a-m6tliyI-D-mannoside clue l’on rencontre le plus couramment 
dans les mEthanolysats des polysaccharides et des glycannes contexxant du D-mannose. 

PARTIE ESPtiRIMENTALE 

Mdthylatiou jtwticllc de I’a-~rr~~tIcyl-u-~~ia~~~~osl’rlc 
h une solution maintenue h o” de S g d’a-metlxyl-r)-manxloside (I< ~9: IC. Labo- 

ratories), sbchi! sous vide en pr6sence de P,O, pendant 24 lx, dsns 140 ml de N,N- 
dimdthylformamide (Merck), on ajoutc, par petites fractioxls et sous agitation 

* Ccs rachorchcs s’irdgrcnt dnns lc trnvnil do thbsc clc Doctorat Bs Sciences da B. FOURNET. 
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constmte, 12 ml d’ioclure de m~thylc (Prolabo) ct 2g 8 d’osydc d’argent prL;parh 
cstel~~lJorani~ruent selon le proc~xli! dc WHISTI.ER ET Wor.l;r~o~r~. On l&se cnsuite 
lc nGlangc se rkhauffer propressivcment h In temphxturc du laborntoire ct on le 
mninticnt encore sous agitation constante pcnclant 8 11. Lcs produits insolubles 
sont 6liniintis par filtration et sent soigneusenient IavPs sur le tiltrc avec clu chloro- 
forine. Lc filtrat final (volume: 600 ml environ) est abandonni! h -I- 4” pendant 
une nuit et d6lxwrassG par une filtration des sels d’argent colloidaus ct dcs formyl- 
dhivk qui 0x11: crista,Ilis& La solution obtenue est trait& cinq fois conshutives 
par 200 ml d’eau clistillc’x dans unc ampoulc h dhxntcr. On obtient ninsi une “phase 
axlucuse” qui est purilice par passage succcssif sur cles colonnes (4 :r 40 cm) cl’&Aan- 
geurs de cations (Dowcs jo-.X8; “n~csl~” 23 -so ; I-I+), puis d’anions (Duolitc A-102 D; 
“mesh” 25-50; I-lC02-). 1.a solution efflucnte, h laquelle on joint les eaus de lavajie 
des colonnes (4 1), cst iwaporcc sous pression rcduitc jusqu’h l’obtention d’un sirop 
qui renferme lcs i?thers mdthyliques l~yclrosolul~les. AprBs cc lavage A. l’eau distill&, 
la fraction organique rkiduclle est trnitde par IOO ml d’unc solution aqueuse h I (!,& de 
thiosulfatc de sodium, s&zhCc par agitation en prkcnce de sulfate de sodium ar~hyclre 
et tivaporhe jusqu’h l’obtention d’un sirop qui reprhsente In “phase organique” et 
contient les Lathers mMyliques insolublcs clans l’eau. La r&association dcs deus 
phases constitue 1’“estrait total”, 

CI~~onrilto~rcipItic: c7c plrnsc gcxuse tics ~Nictl m2hyliqibc.s A! l’a-?ri.~ttl?zd-l)-l,ln?lrtositl~ 
C/rrorru~togrn$4ir: mtol’tique, Les 6tllers mdthyliqucs de l’a-mbtllvl-n-lnnrllloside 

ont L;td anal>Gs par clwomatographie en lhase gazeuse clans Ies conditions espbri- 
mcntalcs suivantes: appareil Aerogaph 1200 muni d’un ddtecteur B ionisation 
de flammc; colonne de verrc (0.3 s 300 cm) rernplic de Chromosorb M:-ACV-MMDS 
(“mesh” Go-So) contenant 3 :G de Carlxwns Gooo ; temp6rature de laA colonne 
170 O, de l’injecteur 200 O ct clu dittecteur 210’ : debit du gaz vecteur (nzote) 30 ml/mine 
Les temps de Wention ont 6tL; calculus par rapport au tcmps de passage de 
l’a-~ii6tliyl-2,3,~,6-t~tra-O-n~~tIi~I-r~-niaiiiiosidc. 

Lcs d&riv& trim~thylsilyl~s dcs Wlcrs mtthyliques de l’a-mfthyl-I)- mwnosidc, 
obtenus par le proc6db de SWEIXEY d nL3, ont 4t6 soumis 5 la cllroniatogrepl~ie en 
phase gaxeuae dans lcs conditions dkrites ci-dcssus h la modification prBs de la 
temptraturc cle la colonne qui a 6ti! pro~~amm4e de IOO :L 150” (au~mcntation de 
10 par niin). 

C/rro~,tntogrff~l~i(: $w+w’ntivc. Les L:tllers mbthyliques de l’a-~~~6thyl-~-~n~~~~~~osicle 
ont &tc isol& it pnrtir de 1”‘estrait total” ou de la “phase organicpe” cn adaptant les 
conditions pr&AIentcs $1 la cl~romnto~rapl~ie prdlxu-ntive : nppnreil Varinn-Aerojirapll 
705 (type Aut3prcp) ; colonnes de mbtal (o,gz x Goo cm) remplics de Chromosorb 
TV-I-IMDS (“rnesl~” roo-120) A 3 y:, de Carborvas 6000; tcmphature de la colonne 
195 O, de l’injecteur 210 2, du dfitectcur 200 a ct du collectcur 135 ” ; d6bit du gaz 
vecteur (axotc) 220 ml/min: d&composition dc l’effluent vers lc ddtccteur 20 ml/min 
et vers lc collcctcur 200 ml/min ; scnsibilit6 II/32 ; volume injecti h cliaquc op6ration, 
l+nuellement ou automntiquenicnt, 200 ,~l d’une solution mbthanolique h 7 (& 
(p/v) de 1”‘estrait total” ou de la “phase organique”. Les fractions sont recueillics dans 

:]des tubes refroidis dans la glace. 
Dans ces conditions espi’rimentales, les 2.34. et 3,4,6-tri-u-m6thyl dbrivh 

posshdent le mhne comportement chromatographique et il est ndcessaire de soumettre 
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le melange prdalablement trim~thylsilylG selon Ic procede clas$p.+ de SWEELEY 
Gt al." h une seconclc chromatographie prBparative en phase gazeuse. Celle-ci est 
rdalisde dans les conditions decritcs ci-dessus aus modifications pr& suivantes: 
temperature de la colonne 175 O, de l’injecteur ISO”, du detectcur I@' et du 
collectcur 90 0 ; volume inject& zoo &cl d’une solution & 4.5 y0 (p/v) de trim6tbyl- 
silyl-ddrivts dans l’heptane. On peut cnsuite hliminer le radical trim6thylsilyl en 
maintenant h l’cbullition B reflux, pendant S 11,’ une solution h 0.1 oh (p/v) cles com- 
poses dans un mBlangc h parties &gales de m$thanol et d’eau, puis en bvaporant 
la solution h siccitd sous pression rdduite ( HELIGLEY ET OvRn~~un~). 

La plupart des ethers mdthyliques de l’a-methyl-D-mannoside isol& par 
chromatographie prbparative en phase gazeuse ont pu Btre identifies en comparent 
leur comportement en cliromatograpl~ie analytique en phase gazeuse avec celui 
d’6thers qui avaient pu dtre pr&par& par synthkse ou h partir d’oligosaccharides. 
En outre, la position des groupements m6thosylk a et6 confirmhe ou dkterminbe, 
dans le cas de trois ethers dimbtbyliques dont nous ne 1lossBdions pas les compos<s 
de rbfirrence, par osydation periodiquo et par des rkactions spkifiques appliqudes 
aus ethers mcithyliques du D-mannosc aprbs une chromatographie sur papier. 

I+t!puvation d’&Iae~s dthyliques thsoim de I’cc-7ltWltyl-D-n:n1tlcositle. L’a-mtthyl- 
z&+.,6-t&ra-O-mbthyl-D-mannoside a btL: obtenu par trois cycles de m6tllylation 
de l’a-mtthyl-D-mannoside suivant HAI~OMORI~. Les dGrivds 2,3,4-, 2,3,6-, et 3,4,6- 
tri-0-mcithylils ainsi clue les d&iv& 2,3- et 4,6-di-0.methyl&s 6taient des produits 
de synthese pr6parbs par G. Takerlcart. Une solution tbmoin renfermant le 
2,3,4,6-tbtra-O-methyl, les 2,4,6- et 3,4,6-tri-0-mGthy1 ainsi que le 3,+di-O-mi?thyl- 
derivO de l’a-m~tliyl-D-mannoside a &tb obtenue par m&hanolyse d’un permkthyl- 
mannane de Levure (KOCOUREIC ET BALLOU~) fourni par M. MASLER et perm~thyl& 
par trois cycles de rn~th~lation selon lo proc&db do HAI~Ol\IORIa, 

O.x#ation peviod~quc. Los ethers m&hyliques de l’a-mdthyl-D-mannoside 
ont et& oxydk par l’acide periodique suivant le mode opbratoire de GLICX et cd.7 
h raison de I pmole ck composd par ml de solution oxydante. L’oxydation a 6th 
suivie pendant 24 h par mesure de la diminution de l’absorbance h 310 nm. 

Chrowatografilbic saw pa$icr dcs &ltcvs m_Myliqties du D-ntcznnose. Les &hers 
mfithyliques des a-m&thyl-u-mannosides sont d’abord soumis h une hydrolyse 
chlorhydriquo (IOO ,ul d’acide chlorhydrique 1.5 N par mg de composB; x.5 h $ 
100~). Les hydrolysats sont ensuite purifihs par un passage sur une colonne 
d’rkhangour d’anions (Duolite A-102 D; “mesh” 25-50; I-ICO,-), La fraction effluente 
S laquelle on joint les eaux de lavage dcs colonnes est Bvaporde h siccite sous pression 
rdduite. Elle est enfin analysCe par chromatographie sur papier Whatman No. I 
dans le systbme-solvant wbutanol-&hanol-eau (5 :x:4) de HIRST ET JON@ (durte 
de la cbromatographie : 26 II). La rh5lation cles Btliers m6tliyliques est effcctuee 
h l’aide des reactifs suivants: (I) rhctif h l’oxalate d’aniline de PARTRIDGB~; (2) 
rdactif h la dim~thylaniline de HOUGH et d10 spkifique des monosaccharides dent 
l’hydroxyle en C-4 est libre ; (3) rbactif au chlorure de triph~nyltbtrazolium 
de WALLENFELS~~ spkifique des monosaccharides dont l’hydroxyle en C-2 est 
libre. 
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RtiSLJLTATS ET DISCUSSION 

h la suite dc nombrcus essais quc nous avons effectuh, le Chromosorb 
W-AW-HMDS h 3 y, de Carbowas Gooo nous a fourni la. meilleure r&solution des 
ddrives di-, tri- et GtramGthyl~s de. l’a-methyl-I~-mnnnoside. L’examen de la Fig. 
1.4 et du Tableau I montre, en effct, clue ce support permet d’identifier en une seule 

Fig. I. Chromnto@xphic nnalytiquc en phase gnsc~wc dcs d&iv&i t6trw, tri- ot climdthylds clc 
I’a-mdthyl-n-manllouiclc avant (A) ct ;qds (l3) trirndthylsilykttion. 

TABLEAU I 

TPMPS DE Rlh!B&‘TION DES hTIilbRS DI- ET TlZIMdTlIYLIQU?3S DE L’a-hIlsTllYL-D-hlANtNOSlDE 

DfW3R&IINltS PAR RAPPORT AL? Z,~,.~,6-T~TItA-~-hI6Tl~IYL-Q1-hI~T~IYL-D-~~N~OSlD~ 

~tm~ltYf? Ch?S t!h!VS 7JJkthyfiqJtCS TcJJJ~s rcldifs 
dc rbxtion 

2,3,,~,C-~~~tr~-O-rnJthyl 
2,3,4-Tri-0-mOthy1 
3,+,&T&0-mdthyl 
z,q,G-Tri-0-mdthyi 
2,3,G-Tri-0-mBthy1 
g,+-Di-0-mdthyl 
2,+-Di-0-mJthy1 
j,G-Di-0-mdthyl 
2,G-Di-0-m&hyl 
q,G-Di-0-m&hyl 
2,3-Di-O-mbthyl 

I 

2,3r 
2.31 
a.71 
3.67 
57s 

g:;: 
g*2g 

10.61 
II-49 
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analyse les bthers m&hyliques pr6c6dcnts A I’exception des 2,3,4- et 3,4,6-tri-O- 
mbthyl-d&iv& dent Its tem.ps de Mention sont absolument identiques. Toutefois, 
commc le d6montre la Fig. 113 et 1eTableau II, ces dew &hers peuvent Btre identifids 
sous la formc de leur d&iv&s trimbthylsilylOs. 

L’application de notre pro&d6 A l’analyse de la “phase aqueuse” et de la 
“phase organique” obtenues apr&s le traitement par l’eau de la solution chloroformique 

TIESIPS DE RltTENTlON DlZ9 DbRtVlk TRIM~TIIYLS1LYLfi.S DES fiTHER DI- ST TRId’I’IIYLIQUES 

DE L’il-216TIIYL-D-XIANNOSIDE DIkTf3RMINfZS PAR RAPPORT AU z,~,~~,~-T~~~I~A-~-~~~TIIYL-CC-M~TI~IYL- 

D-XlAXNOSIDl3 

N&we des co~~~posBs 

z,3,.),6-TJtr,z.O-mdtllyl I 

4-THIS-a,3,G-tri-0-mdthyl o.gsG 
3,,~-‘~MS-a,G-di-O-n~~t~~yl 0.922 
3-‘f~iIS-a,3,6-tri-0-n’lcithyl 0.890 
G-TAMS-z,3,4.-tri-0-lndtllyl 0.829 
4, G-TMS-a,3-cl i-o-ml%llyl 
3,G-T&IS-2,4-cli-0-nitithyl 

0,752 

2-IIfS-3,4,6-tri-0-mGthy1 
0.729 
0,693 

2, ,I-I’MS-3,6-di-O-methyl o.GYI 
2,3-T~IS-~,G-cll-O-1ndthyl O.GYI 
2,G-~l.‘~JS-3,4-cli-O-m~tl~yl o.sgG 

A 

Pig. 2* Chromsltogmphio analytiquo on phnso gw3uso clos Othars m&hyliquos do I’ce-mdthyl- 
D-mannoside prdsonts dnns In “plmsu chloroformiquo” (A) ot clsns la “plmso nquouae” (B). 
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dcs d6rivGs nl6thyl& de l’a-In~tliyl-D-xnanlloside r&Ye clue cc pro&d6 rbalise UI~ 
fractionnement sclectif tout A fait rclatif. En effet, la Fig. z montre clue, si lc clbrivi! 
t6tram6thyl6 se trouve en totalit& clans la phnse chloroformiquc et les bthers dim& 
thyliqucs clans la pliasc nqueusc, les d&-iv& trimi?tllylbs se rcpartissent, au con- 
traire, clans Its deus phases, Cc procbdr’! de fmxtionncment ne pcut done en aucun 
cas btre nppliquL: h l’analyse des Wlers mdthyliqucs de l’a-mdthyl-I,-mnnllosicle 
pr&cnt dans les mi!thanolysats dc glycanncs. 

La chromatographic nnalytique cn phase gaxcusc des bthers mdthyliqucs 
de l’a-nl~tllyl-o.nlannoside telle que IIOUS l’avons d&rite dans le paragrapllc 
prkbdent a et& adapt&o h la chromatographie prdparative. Les r<.sultats que now 
nvons obtenus peuvent SC r6sumer de la nianiGre suivantc: 

(I) La chromntograpllie prOparative de I’cstrait total (rendemcnt: 9.5 g B 
partir de 8 g d’a-mM~yl-n-mannoside) fournit, pour cl~aque injection de 14 mg 
d’cstrait total, des quantit& d’Gthers mbthyliqucs purs (Fig. 3) qui correspondent 
B un rendement linal de g6 “1” (voir le Tablcnu III). 

,A” . . 

(2) La cl~romatogral~hie prfpamtive (Fig. 4A) de g mg du mdlangc des 
z-TM-3,4,G-tri-0-nGthyl- et G-TltlS-z,3,4-tri-O-nle(hyl-a_m6thnnosides four- 
nit 2.73 mg du premier et 4.4s mg du second composS, 

I 2.3486 

Fig. 3, Chromatogmphic cn phase gazcusc clcs cl&iv& t&m-, tri- ot clirn&hylds isol& p&r 
chromntogrrrphio pr6parativc CII phase gatcusc. T F: Mdangcs tdmoins, 
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Le traiternent B cllaud par Ic m&thanol aqueux des quantit& pr&dontes 
des TMS-cl6rivk conduit finalement h l’isolement (Fig* 4l3) de 2.3 mg de 3,4,G-Lri- 
0-mGthvl-a-m6tllyl-D-mannosicle et de 3.77 
mannoside, 

mg de 2,3,4-tri-O-m6thyl-~-methyl-D- 

ThBLISAU III 

2,3,4,G-l’btr;r-O-lndthyl 1 .2 
2,3,4-Tri-O-m~tI~y1 + 3,.},G-‘l’ri-O-mJtl~y1 .I #‘) 
z,3,G-Tri-0-mBthyl 0hg 
a,4,cj-‘l’ri-<)-ln~thyl 1 
2,3el)i-O-m6thyl O.(JG 
2,4-IX-0-nidthyl 3.2 
a,G-LX-O-nitkhyl I ..tY 
3,4-Di-0-mJthy1 037 

3,G.Di-O-mdthyl 1.6s 
4,G.WO.ndthyl o*si 

Fig. 4, Chromntographic en phnsc ynzcusc dcs a-THIS-3,.~,6-tri-0-mdtllyl- ot B-TMS-2,3,4-tri- 
0-m$thyl-~mLlthyl-D-mntlnosidos (A) ct tics 3,.1,G-tri-O-mJthyl- ct 2,3,4-tri-O-mJthyl-a-mdthyl- 
n-mnnnosiclcs (B) obtcnus par tmitcmcnt clcs TMS-cldrivtis prdcddcnts par lo mdthnnol ~~UQUX 
21, l’~kdlition. ‘1: a mdlangcs tdmoins. 

(3) L’isolcment du tdtramdthyl et des quatre trim6tllyl- clGriv&s de l’a-mMhyl- 
D-mannoside peut encore &re rBalisG &, parrtir de la “phase organique” (3 g potir $5 g 
d’cstrait total) pr6alablcment trimblhylsilyl~e. En effet, comme le montront la 
Fig. 4A et la Tab!eau II, la clnwn~atogra.pl~ie en phase gazeuse sur Chromosorb 
W-AW-HMDS i 3 y0 de Carbowas Gooo fournit d’escellentes rkolutions des cinq 
compos&s prbcddents. Les qusntitds obtenues pour chaquc injection de g mg de 
“phase organique” trim&hylsilylbe se trouvcnt dans le Tableau IV. 

On obtient Analemcnt, apr&s dd-trim&hylsilylation, les quanGtds d’6thers 
trimdthyliques de l’a-mbthyl-n-manno@de donnees dans le Tableau ‘V. 
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2,3,~,6.‘l’btr;t-0-lneth\‘l 
2-‘l~~fS-3,_~,G-tri-~~-lll~tli~l 

1.09 
1.25 

3,~,G-Tri-O-mdtli~l 1~05 
2,,},6-‘l’ri-C)-mdthyl 1052 
2,3,B-7’ri-O-i~i~tli~l 0.9 
2,3,.~-‘l’ri-O-mJtl~~l I.7 

-_-- .._. -.-.-.-.- 

Les bthers mbthyliques de l’a-nldtllyl-I,-mannoside suivants ont BtB identifi6s 
en comparant leur comportement clwomatographique avec celui des composcis 
de rCf&nce obtenus par synth8se organique ou prfiparts h partir de polysaccharidcs: 
2,3,41% 2,3,4, 2,&G, 2,3,6, 3,4,6, 2,3, 3,4 et 4,G. En outre, la nature des 6thers 
methyliques pr&Adents a ttb conArm& par l’emploi dcs reactifs spdcifiques des 
fonctions OH lilxcs en C-2 ou en C-4 appliqub apr&s chromatographie sur papier. 

Ce dernier pro&d&, associL: h l’osydation pcriodique, nous a pcrmis d’identifier 
les Gthers dimr5thyliques 24, 2,G et 3,G de l’a-mi\thyl-D-mannoside dont nous ne 
possbdions pas les produits de rdf&rence: la consommation d’acide periodique par 
ces trois d&iv&s isol& par chromatographie prhparntive en phase gazeuse a btb 
respectivement de o, z et o mole; les 2,4- et 3,G-dkivb ont btb discriminfs par le 
chlorure de triphbnyltdtrazolium et par la N-dimL”thylnniline (reactions negatives 
pour lo premier et positives pour le second). 

COXCLUSIONS 

La cllromatograpllie en phase gazeuse analytique sur colonne de Clwomosorb 
W-AW-HMDS contenant 3% de Carbowax Gooo permet d’identiiier en une scule 
&tape les btliers ti:tra-, tri- et dim6thyliques de l’a-mbhyl-D-mannoside h l’exception 
des 2,3,4- et 3,4,6-tri-0-m&thy1 ~thcrs qui pcuvent toutefois Qtre &par&s, dans 
un second temps, h l’aide d’une colonne identiquc sous la forme de leurs d&iv& 
trim~thylsilylbs, Les &%xs mbthyliqucs ainsi analysbs ont pu Qtre prbparas rapidemcnt 
et avec de bons rendcments, en adaptant les conditions de la chromatographie 
analytique B la chromatographie prbparative. Cette btude prGlude r‘L la description 
des propri&s physico-chimiques et S l’analyse quantitative par chromatographie 
en phase gazeuse de ces ethers mbthyliques. 
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Les auteurs dkrivent un procl:cLb de clwomatographie en phase gazeuse 
analytique et prbparatif des Bthers di-, tri- et tdtrambthyliques de l’a-r+thyl-D- 
mannoside obtenus par m6thylation partielle de l’a-methyl-D-mannoside, .L’emploi 
de colonnes de Chromosorb W-AW-I-IMDS h 3 ok de Carbowax 6000 permet de 
sdparer et d’isoler tous les d&iv& di-. tri- et tbtram~thyl~s de l’a-methyl-D-manno- 
side & l’exception des 2,3,4- et 3,4,6-tri-0-methyl-dcriv& qui peuvent toutefois 
Stre identifies et isolts, darts un second temps, sous la forme de leurs d&iv& tri- 
mbthylsilyl& et sur le mame type de colonnes. 
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