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SUMlMARY 

Sythesis of glycosides. Direct high-performance Iiquid chromatographic determination 
of irltermediate perbenzylated anomers 

High-performance liquid chromatography has been used to determine the 
stereospecificity of the synthesis of a or @ glycosides. The protecting groups are benzyl- 
ic ethers, therefore we have employed reversed-phase liquid chromatography to 
separate a and fl anomers. Some octadecyl supports have been compared, in order to 
optimize the separation for several glycosides. 

INTRODUCTION 

La synthbe strkkospkifique de glycosides a ou /? est un probkme classique en 
chimie des sucres’. 11 existe de nombreux groupes protecteurs temporaires et r&em- 
ment nous avons proposk un pro&d& trb stCrCosClectif d’acds aux glycosides aZv3 qui 
utilise les &hers benzyliques comme groupement protecteur non participant et les 
imidates comme moupe activant du carbone anomkre. 

Par exemple la synthQe de l’a-m6thylmaltoside s’effectue avec un excellent 
rendement selon le schema en trois &apes de la Fig. 1. 

L’intCrCt de cette synthke est multipie: 
(a) le passage des glycosides benzylis aux glycosides libres s’eKectue sans ract- 

misation et avec de t&s bons rendements (&ape 3, Fig. 1); (b) la prbence des noyaux 
aromatiques permet une d&e&on UV facile et sensible des g!ycosides benzylb; 
(c) l’imidate permet l’obtention stCrCospCciIique des anomkes a avec de bons rende- 
merits; toutefois, la recherche d’une Cventuelle contamination par l’anom&e B mCme 
en faible proportion est un probMme d’importance. 
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Fig. l_ SchCma de principe de Ia synthke de l’a-methyl-makoside. 

La RMN du proton, le pouvoir rotatoire, la chromatographie sur couche 
mince ne sont a cet Cgard pas toujours exploitables. La chromatographie en phase 
gazeuse permet, au contraire, des dosages precis de faibles quantites d’isomtres, de 
diastereoisomeres et d’isomeres optiques 4. Dans le cas de ces molecules possedant 
plusieurs noyaux aromatiques, il est alors necessaire d’effectuer une transformation en 
produits debenzyles que l’on silyle. Ces manipulations intermediaires peuvent ne pas 
@tre quantitatives ce qui hypotheque alors sur la precision du dosage5. 

Nous proposons ici un dosage rapide, direct et precis des anomeres a et B par 
chromatographie en phase Iiquide a haute performance (HPLC) en phases inversees 
(phases greffEes apolaires). Le dosage de gIycosides a dkjjh &C propose par HPLC6-‘: 
utilise, tenu la de des Iibres, formation 
derives esters benzoiques facilement detectables en UV et des phases polaires (silice, 
aiuminc)). 

Depuis l’apparition des phases apolaires ce systeme est de choix pour la 
chromatographie de molCcules possCdant des noyaux aromatique?; il a I’avantage 
d’une reproductibilite et d’une stabilite des supports sup&ewes aux phases polaires 
precedemment citkes. 

PARTIE EXPERIMENTALE 

L’appareil utilisC est un chromatographe Waters (Waters Assoc., Milford, MA 
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U.S.A.) CquipC dune pompe 6000 A, d’un detecteur UV a filtre modele 440. Pour 
realiser une double detection nous avons employ& un refractometre differentiel Waters 
R-401, place apr& le dktecteur UV, l’enregistrement est realise sur un apparei1 a double 
voie Vitatron 2001 (Vitatron, MalakoK, France). 

Les colonnes (15 cm x 6.4 mm O.D.) sont remplies avec des silices greffees 
de granulometrie 5 et 7 pm: (a) LiChrosorb RP-18,5 pm (Merck, Darmstadt, R-F-A.); 
(b) Nucleosil 5 C18, 5 pm (Macherey Nageel, Diiren, R-F-A.); (c) Spherosil XOA-600 

Cis. 7 pm (Prolabo, Paris, France); et (d) Zorbax ODS 7 pm (DuPont, Wiimington, 
DE, U.S.A.). Le remplissage s’efiectue B hide d’une suspension de Ia phase greffee 
dans le tetrachlorure de carbone puis percolation sous 400 bars avec le trimethyl-2,2, 
4 pentane. 

Les &ants sont constitues de melange d’eau distill&e et de methanol (Rathburn 
Chemicals, Walkerbum, Grande-Bretagne). Les proportions sont indiquees en volume. 

Les produits analyses ont ete synthetises au laboratoire2*3 et mis en solution 
dans le chlorure de methylene. 

Methyl-2,3,6-tri-0-benzyl-PO- (2,3,4.6-t&a-O-benzyl- cc-D-glucopyranosyl) - CL - 
D-ghicopyranoside = I,4 CL Glu; m~thyl-2,3,6-tri-O-benzyl-4-0-(2,3,4,6-t~tra-O-ben- 
zyl-P-D-gIucopyranosyl)-cr-D-glucopyranoside = I,4 B Glu; methyl-2,3,4tri-O-ben- 
zyl-6-0-(2,3,4,6-tCtra-O-benzyl-a-~-glucopyranosyl)-~~-~-glucopyranoside = I,6 c( 
Glu; mCthyl-2,3,4tri-O-benzyl-6-O-~2,3,4,6-t~tra-O-benzyl-~-~-glucopyranosyl)-~-D- 
glucopyranoside = 1,6 B Glu; (2,3,4,6-tttra-O-benzyl-cc-D-gIucopyranosyl)-2,3,4,6- 
tetra-0-benzyl-/3-D-glucopyranoside = I, 1 cc@ Glu; (2,3,4,6-tetra-O-benzyl-u-D-glu- 
copyranosyl)-2,3,4,6-tCtra-O-benzyl-a-D-glucopyranoside = I, 1 aa Glu; (2,3,4,6- 

tCtra-O-benzyl-~-D-,olucopyranosyl)-2,3,4,6-tCtra-O-benzyl-~-~-glucopyranoside = 
I,1 /9/I GIu. 

RESULTATS ET DISCUSSION 

Les isomeres, quelles que soient les phases greffees, sont facilement separts 
(Tableau I). Les anomeres quant a eux necessitent parfois le choix approprie du 
support octadecyl et la composition de la phase eluante. 

TABLEAU I 

RETENTION RELATIVE D’ANOMERES u. ET 0 EN CHROMATOGRAPHIE EN PHASES 
INVERSfES (GLUANT MGTHANOL-EAU, 95:s) SUR DIFFERENTS SUPPORTS GREFFl% 
OCTADJ%YL 

-__. 
soIl1rP.s LiClwosorb Nltcltiosil Sph&asil Zorbax ODS 

RP-I8 CS3 Cl8 

I,4 a Glu 
1.4 #? Glu 
1,6 a GIu 
I,6 p Glu 
1,l aa Glu 
1.1 afi Gtu 
1,l @,5 Glu 

Volume de 
retention (ml) 
reduit de 
1,4 a Glu 

1 1 1 1 
1.15 1.07 1.07 1.13 
1.20 I.10 1.07 1.16 
1.20 1.10 1.07 1.16 
1.78 1.46 I.56 I.89 
2.12 1.63 1.86 2.29 
2.27 1.80 2.02 2.43 

8.20 8.20 5.60 11.20 
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14 a GLU 
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Fig. 2. SCparation du couple d’anomires 1,4a Glu/l,4~ Glu sur Zorbax &. kuant, mtthanol-eau 
(95r5). Debit 2 ml/mm (R = CH,-C,H,). 

Par exemple alors que le couple 1,4a GIu/ I.48 Glu est facilement s&par& (Fig. 2) 
(methanol-eau; 95:5) et dosable en quelques minutes seulement (Tableau I), le couple 
1,6cr Glu/l,6/3 Glu necessite la phase greffee Zorbax ODS et un Cluent methanol-eau 
(88:12) pour une analyse beaucoup plus longue (Tableaux I et II). Un m&me greffon 
octadecyl SW des silices differentes (spheriques et non sphtriques) montre, sur ces 
exemples, des rktentions et des selectivites diffkrentes. 

TABLEAU II 

VOLUME DE ReTENTION (ml) D’ANOMkRES a ET B EN CHROMATOGRAPHIE EN 
PHASES INVERSJ%S 

- 

&ant SdurPs LiChrosorb Zorbax ODS 
ntkthanol-em R&I8 

88:12 1,6aGlu 65 126 
1,6/? Glu 65 116 

91:9 1,l a/3 Glu 77.6 172 
1,l &? Glu 68.8 1.53 
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Des trois supports octadkyl ti grains de silice sphkrique (NucICosil, SphCrosil 
et Zorbax), le Zorbax offre la rCtention la plus grande. A rGtention pratiquement 
&gale (Zorbax et LiChrosorb), nous trouvons une meilleure sClectivitC du grain de 
forme sphCrique (Zorbax) par rapport au grain de forme non sphkrique (LiChrosorb). 

Quant 5 la prkcision du dosage par UV il est lie, la kparation rCalisCe, B 
I’hypothke de I’tgalitC des coefficients d’extinction molCcu!aire pour deux anomkres 
& Ia longueur d’onde de d&e&on 254 nm. Une dktection rtfractom&rique difkcnticl- 
le est Cgalement possible et sa sensibilit6 est bonne: ceci provient sfirement de la 
prCsence des groupes benzyles dans les mokkules. Si la rkponse n’est pas la meme 
pour les deux anomkres la prkision s’en trouve affectte et c’est pourquoi une double 
detection UV/rifractomCtrie diff&entielle permet un dosage plus p&is. 

CONCLUSION 

La stCrCosp&ificitC de cette synthke, qui donne acc& aux glycosides cz, est 
facilement suivie sur Ies intermgdiaires par HPLC en phases inversees. 

RI%UM$ 

La chromatographie en phase liquide g haute performance a CtC utilisee pour 
determiner la stkreospCcificit6 de la synth&se des glycosides (I ou p. Comme lcs 
groupes protecteurs sont les &hers benzyliques, nous avons employ& la chromato- 
graphie en phases inverskes pour skparer les anomtres cc et /?_ DiErents supports 
greff& octadkyl ont CtC compartes, pour optimiser la separation de certains 
glycosides. 
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