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SUMMARY

Synthesis of glycosides. Direct high-performance liquid chromatographic determination
of interinediate perbenzylated anomers

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

INTRODUCTION

La synthése stéréospécifique de glycosides « ou f est un probléme classique en
chimie des sucres’. Il existe de nombreux groupes protecteurs temporaires et récem-
ment nous avons proposé un procédé trés stéréosélectif d’accés aux glycosides 3 qui
utilise les éthers benzyliques comme groupement protecteur non participant et les
imidates comime groupe activant du carbone anomeére.

Par exemple la synthése de I’e-méthylmaltoside s’effectue avec un excellent
rendement selon le schéma en trois étapes de la Fig. 1.

L’intérét de cette synthése est multiple:

(a) le passage des glycosides benzylés aux glycosides libres s’effectue sans racé-
misation et avec de trés bons rendements (étape 3, Fig. 1); (b) la présence des noyaux
aromatiques permet une détection UV facile et sensible des glycosides benzylés;
(c) I'imidate permet I’obtention stéréospécifique des anoméres « avec de bons rende-
ments; toutefois, la recherche d’une éventuelle contamination par I'anomére § méme
en faible proportion est un probléme d’importance.
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Fig. 1. Schéma de principe de la synthése de ’a-méthyl-maltoside.

La RMN du proton, le pouvoir rotatoire, la chromatographie sur couche
mince ne sont a cet égard pas toujours exploitables. La chromatographie en phase
gazeuse permet, au contraire, des dosages précis de faibles quantités d’isoméres, de
diastéréoisoméres et d’isoméres optiques*. Dans le cas de ces molécules possédant
plusieurs noyaux aromatiques, il est alors nécessaire d’effectuer une transformation en
produits débenzylés que ’on silyle. Ces manipulations intermédiaires peuvent ne pas
étre quantitatives ce qui hypothéque alors sur la précision du dosage’.

Nous proposons ici un dosage rapide, direct et précis des anoméres a et 8 par
chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC) en phases inversées
(phases greffées apolaires). Le dosage de glycosides a déja été proposé par HPLC®7: il
utilise, compte tenu de la difficulté de détection des sucres libres, la formation de
dérivés esters benzoiques facilement détectables en UV et des phases polaires (silice,
alumine).

Depuis 'apparition des phases apolaires ce systéme est de choix pour la
chromatographie de molécules possédant des noyaux aromatiques®; il a I’avantage
d’une reproductibilité et d’une stabilité des supports supérieures aux phases polaires
précedemment citées.

PARTIE EXPERIMENTALE
L’appareil utilisé est un chromatographe Waters (Waters Assoc., Milford, MA
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U.S.A.) équipé d’une pompe 6000 A, d’un détecteur UV 3 filtre modéle 440. Pour
réaliser une double détection nous avons employé un réfractométre différentiecl Waters

R.401, placé aprés le détecteur UV, 'enregistrement est réalisé sur un appareil a double
voie Vitatron "nﬂl (Vitatran Malakaff France)

Vitatron (Vitatron, Malakoff, France).

Les colonnes (15 cm X 6.4 mm O.D.) sont remplies avec des silices greffées
de granulomeétrie 5 et 7 um: (a) LiChrosorb RP-18, 5 um (Merck, Darmstadt, R.F.A.);
(b) Nucleosil 5 C,g, 5 gm (Macherey Nagel, Diiren, R.F.A.); (¢) Spherosil XOA-600
C.s, 7 pm (Prolabo, Paris, France); et (d) Zorbax ODS 7 gm (DuPont, Wilmington,
DE, U.S.A.). Le remplissage s’effectue a 'aide d’une suspension de la phase grefice
dans le tétrachlorure de carbone puis percolation sous 400 bars avec le triméthyl-2,2,

4 pentane.
Les éluants sont constitués de mélange d’eau distillée et de méthanol (Rathburn

Chemicals, Walkerburn, Grande-Bretagne). Les proportions sont indiquées en volume.

Les produits analysés ont été synthétisés au laboratoire’»® et mis en solution
dans le chlorure de méthyléne.

Méthyl-2,3,6-1ri-O-benzyl-4-0-(2,3,4.6-tétra-O-benzyl- ¢ -D-glucopyranosyl) -« -
D-glucopyranoside = 1,4 ¢ Glu; méthyl-2,3,6-tri-O-benzyl-4-0-(2,3,4,6-tétra-O-ben-
zyl--p-glucopyranosyl)-¢-D-glucopyranoside = 1,4 8 Glu; méthyl-2,3,4-tri-O-ben-
zyl-6-0-(2,3,4,6-tétra-O-benzyl-a-D-glucopyranosyl)-«-p-glucopyranoside = 1,6 «
Glu; méthyl-2,3.4-tri-O-benzyl-6-0-(2,3.4.6-tétra-O-benzyl-f-p-glucopyranosyl)-¢-p-
glucopyranoside = 1,6 8 Glu; (2,3,4,6-tétra-O-benzyl-«-p-glucopyranosyl)-2,3,4,6-
tétra-O-benzyl-g-p-glucopyranoside = 1,1 «f Glu; (2,3,4,6-tétra-O-benzyl-a-D-glu-
copyranosyl)-2,3,4,6-tétra-O-benzyl-a-D-glucopyranoside = 1,1 ac Glu; (2,3,4,6-
tétra-O-benzyl-g-D-glucopyranosyl)-2,3,4,6-tétra-O-benzyl-f-p-glucopyranoside =
1,1 86 Glu.

RESULTATS ET DISCUSSION

Les isomeéres, quelles que soient les phases grefiées, sont facilement séparés
(Tableau I). Les anomeéres quant a eux nécessitent parfois le choix approprié¢ du
support octadécyl et la composition de la phase éluante.

TABLEAU I
RETENTION RELATIVE D'’ANOMERES « ET # EN CHROMATOGRAPHIE EN PHASES
INVERSEES (ELUANT METHANOL-EAU, 95:5) SUR DIFFERENTS SUPPORTS GREFFES
OCTADECYL

Solutés LiChrosorb  Nucléosil Sphérosil Z orbax ODS
RP-18 Cig Cis
1,4 a Glu 1 i 1 1
1,4 f Glu 1.15 1.97 1.07 1.13
1,6 ¢ Glu 1.20 1.10 1.07 1.16
1,6 # Glu 1.20 1.10 1.07 1.16
1,1 ¢a Glu 1.78 1.46 1.56 1.89
1,1 a8 Glu 212 1.63 1.86 2.29
1,1 88 Glu 2.27 1.80 2.02 243
Volume de
rétention (ml) 8.20 8.20 8.60 11.20
réduit de

1,4 ¢ Glu
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Fig. 2. Séparation du couple d’anomeéres 1,4a Glu/1,48 Glu sur Zorbax Cis. .Ffluant, méthanol-eau

(95:5). Débit 2 m!/mn. (R = CH,-C¢Hs).

Par exemple alors que le couple 1,4a Glu/1,48 Glu est facilement séparé (Fig. 2)
(méthanol-eau; 95:5) et dosable en quelques minutes sculement (Tableau 1), le couple
1,6 Glu/1,68 Glu nécessite la phase greffée Zorbax ODS et un éluent méthanol-eau
(88:12) pour une analyse beaucoup plus longue (Tableaux I et II). Un méme greffon
octadécyl sur des silices différentes (sphériques et non sphériques) montre, sur ces

exemples, des rétentions et des sélectivités différentes.

TABLEAU II

VOLUME DE RETENTION (ml) D’ANOMERES « ET § EN CHROMATOGRAPHIE EN

PHASES INVERSEES

Eluant Salutés LiChrosorb Zorbax ODS
méthanol-eau RP-18
88:12 1,6 a Glu 65 126
1,6 8 Glu 65 116
91:9 1,1 aB Glu 77.6 172
1,1 B8 Glu 68.8 153
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Des trois supports octadécyl a grains de silice sphérique (Nucléosil, Sphérosil
et Zorbax), le Zorbax offre la rétention la plus grande. A rétention pratiquement
égale (Zorbax et LiChrosorb), nous trouvons une meilleure sélectivité du grain de
forme sphérique (Zorbax) par rapport au grain de forme non sphérique (LiChrosorb).

Quant a la précision du dosage par UV il est lié, la séparation réalisée, a
I’hypothése de I’égalité des coefficients d’extinction moléculaire pour deux anoméres
4 la longueur d’onde de détection 254 nm. Une détection réfractométrique différenticl-
le est également possible et sa sensibilité est bonne: ceci provient sirement de la
présence des groupes benzyles dans les molécules. Si la réponse n’est pas la méme
pour les deux anomeéres la précision s’en trouve affectée et c’est pourquoi une double
détection UV/réfractométrie différentielle permet un dosage plus précis.

CONCLUSION

La stéréospécificité de cette synthése, qui donne accés aux glycosides ¢, est
facilement suivie sur les intermédiaires par HPLC en phases inversées.

RESUME

La chromatographie en phase liquide 4 haute performance a été utilisée pour
déterminer la stéreospécificité de la synthése des glycosides @ ou . Comme les
groupes protecteurs sont les éthers benzyliques, nous avons employé la chromato-
graphie en phases inversées pour séparer les anoméres ¢ et 8. Différents supports
grefiés octadécyl ont été comparées, pour optimiser la séparation de certains
glycosides.
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