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SYNTI@SE DU 3-0-(D-l-CARBOXYBTHYL)-2-DBSOXY-2-GLYCOLAMIDO- 
D-GLUCOSE (ACIDE IV-GLYCOLYLMURAMIQUE)* __ 

&RRE sINA%?*' 
Laboratoire de Chimie des ComposPs Biologiques, FacuW des Sciences, 9I-Orsay (France) 

(Recp Ie 17 avriI, 1970) 

ABSTRACT 

The synthesis of amorphous 3-O-(D-1-earboxyethyl)-2-deoxy-2-glycol-amido-D- 
glucose (IV-glycolylmuramic acid), starting from benzyl 2-acetamido-4,6-O-benzyli- 
dene-3-O-(D-l-carboxyethyl)-2-deoxy-a-D-glucopyranoside, is described. This com- 
pound is identical with that isolated from the ~W~cobacferitrm smegmaris cell wall. 

SOMMAIRE 

La synthese du 3-O-(o-l-carboxyCthyl)-2-dCsoxy-2-glycolamido-o-glucose 
(acide iV-glycolylmuramique), B l’etat amorphe, est realisee en partant du benzyl 
2-acCtamido-4,6-0-be~~d~ne-3-O-(D-l-cno- 
side. Ce compost est identique a celui isole de la paror cellulaire de Mycobacterium 
smegmatis. 

INTRODUCTION 

0-2-A~tamido-2-dCsoxy-8_D-glucopyranosyl-(1~4)-2-a~tamido-3-0-(D-l- 
carboxy&hyl)-2-desoxy-D-glucose [acide N-acCtyl-j?-D-glucosaminyl-(1+4)-N-adtyl- 
muramique] est le disaccharide de base du glycanne de la paroi de nombreuses 
bacteriesr. Son hydrolyse enzymatique fournit le 2-ackunido-2-desoxy-D-glucose et le 
2-acCtamido-3-O-(D-l-earboxy&hyl)-2-dCsoxy-D-glucose (acide IV-acCtylmuramique). 
La configuration D de la chame laterale lactyle de ce demier vient d’&e Ctablie sans 
ambiguitk2. Au fur et a mesure de la progression dans l’etude de la composition du 
peptidoglycanne de nombreuses parois bactkiennes, de nouveaux composes, structu- 
ralement voisins, mais non identiques a l’acide N-acetylmuramique Iui-meme. ont 6te 
isoles et identifies. Ce sont tous des 2-aminohexoses portant en position 3 un groupe- 
ment 0-lactyle, vraisemblablement de cotiguration D, par suite de l’analogie des 
pro&d& de synthtse avec ceux de l’acide N-ac&ylmuramique. C’est ainsi que la 
degradation enzymatique de la paroi de StaphyZococcus aurem conduit a l’isolement 

*Une communication preliminaire a et& prbentee [&sir. Papers Amer. Chem. Sot. Meet., 158 (1969) 
CARB-211. **Adresse actuelle : Laboratoire de Biochimie Structurale, Faculte des Sciences, 45 
OrEans 02 (France). 
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du 2-acC~do-6-O-adtyl-3-0-(D-l-carbo~~thyl)-2-dQoxy-D-giucose (acide 6-U- 
acetyl-N-acktylmuramique) 3, dont la structure4 a bd confirmee par la synthese des 
diff&ents d&iv& 0-ac&ylCs de l’acide N-acCtylmuramique5. 

De t&s petites qua&it& de 2-acCtamido-3-O-(D-1-carboxyCthyl)-2-dCsoxy-D- 
mannose (acide N-acCtyl-mannomuramique) ont et& isolees de la paroi de Micrococcus 

lysod&ticus6. la structure ayant de nouveau CtC confirmee par synthese’. Cette meme 
paroi renferme egalement des unites 2-amino-3-O-(D-l-carboxy&hyl)-ZdCsoxy-D- 
glucose’ (acide muramique). D’autre part, le 2-acbtamido-3-0-(o-1-carboxykthyl)-2- 
desoxy-o-galactose (acide N-acCtyl-galacZomurammique) obtenu par syntheseg* lo 
(ainsi que son analogue L-1-carboxyCthylg), semblent &e absent de la paroi bacte- 
rienne ’ O. Enfin, l’amide interne de I’acide muramique vient d’Ctre identifiCe dans le 
cortex de certaines spores ’ ‘_ 

Dans ces derives possedant la structure de l’acide muramique le groupement 
amino en position 2 est soit libre, soit acCtylC ou amid% par le groupe carboxylique 
de la chaine lactyle. 

Une etude recente sur la structure du peptidoglycanne de la paroi de Myco- 
bacterium smegnzatis a conduit 5 l’isolement et B l’identikation d’un disaccharide 
constitue de 2-adtamido-2-desoxy-D-glucose et d’acide muramique N-glycolyli au 
lieu de iV-acCtylr5’ 2. Si la prksence d’acide N-glycolylneuraminique est assez frtquente 
dans divers tissus13, aucun derive glycolyle de sucre amine n’avait jusqu’8 present CtC 
isole de la paroi bacterienne. La synthese ici d&rite du 3-O-(D-1-carboxyCthyl)-2- 
dCsoxy-2-glycolamido-o-glucose (acide N-glycolylmuramique) a fourni un compose 
en tous points identique au composk naturel. 

I&-TLTATS ET DISCUSSION 

L’anhydride 0-carboxyglycolique (3), p&park par action du phosgene sur 
l’acide glycolique en solution dans le dioxane anhydre14, est un excellent agent 
glycolylant des hexosamines? 5. En operant au voisinage de la neutralite, sur le sucre 
completement deprotege, le rendement de l’acylation, evalue avant cristallisation, est 
quantitatif. Ce procede a Cgalement CtC utilise avec succes pour la synthese du 
m&thy1 /3-glycoside de l’acide N-glycolylneuraminiquel 6, la r&action s’effectuant sans 
protection de la fonction carboxylique. 

D’une facon analogue, la synthbe de l’acide N-glycolylmuramique (4) a Ctb 
realisCe par l’action, B 0”, d’une solution d’acide muramique (2) dans le p-dioxane 
aqueux, sur un exds d’une solution p-dioxanique de 3. 

Le compose 2 a CtC obtenu directement par hydrolyse chlorhydrique du benzyl 
2-ac6tamido-4,6-0-be~~d~ne-3-O-(D-l-c~boxy~~yl)-2-dCsoxy-a-D-glucopyrano- 
side (1)l'. Un melange des anombres cc et/l de 1 peut d’ailleurs aussi bien ttre employi, 
ce qui kite une delicate cristallisation fractionnee18. Cet acide muramique brut est, 
apr& neutralisation du r&idu de l’hydrolyse par Amberlite CG-4B (OH-), contamid 

par plusieurs impure& donnant une reaction positive & la ninhydrinelg, ainsi que le 
montre une chromatographie sur papier au moyen du solvant A (voir partie experi- 
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mentale). L’impuretC principale, dormant une r&action positive & la ninhydrine, mais 
negative au nitrate d’argent*‘, traduit la difEcultC d’hydrolyse des glycosides des 2- 
acylamino-hexoses*l. C’est cet acide non puriE que I’on traite directement avec 3. 
L’utdisation d’un acide muramique pur et cristallin, prkpart en trois &apes** & partir 
de 1, n’est pas nkcessaire. 

La solution p-dioxanique de 3 est prGparie selon la m&hode de Wirtz-Peitz 
et al . ’ 6, leg&-ement mod&Se. &ant donnC que 3 n’est isol& qu’& I’Ctat d’huile brute et 
imnkliatement mis en solution dans le p-dioxane, son pouvoir glycolylant a CtC au 
prkalable soigneusement v&i&? sur Ie 2-amino-2-d&oxy-D-glucose. Le 2-ddsoxy-2- 
glycolylamido-D-glucose (6) obtenu’ 5 a CtC transform& par l’action de l’atiydride 
acktique dans la pyridine, en un melange des pentaac&ates 01 et j?. Par cristallisation 
fraction&e l’anomke 7 prkdominant a CtC obtenu B l’ttat pur et la configuration a-D 

OAc 

NH 

I 
5 co 

I 
CH,OAc 

I I 
co co 
I I 

CHtOH CHzOAc 

6 7 

lui a Ct6 attribute par suite de son pouvolr rotatoire spkifique ClevC (+SO,S’ dans le 
mbthanol), de l’examen de son spectre de r-m-n. (proton anomkrique B S 6,2 p.p.m., 
JI,* 3 Hz) et de sa migration sur plaque de gel de sihce (dans le systeme chloroforme 
commercial contenant 1,5% de methanol) pIus grande que celle de I’autre anom&e 
p-D*. 

Apr& r&action, 4 est nettement &par& de l’acide glycolique prksent dans le 
milieu par absorption sur une colonne Dowex-2 X-S (Fig. 1) et il est obtenu sous 
forme d’un solide amorphe, mais homogGne en chromatographie sur papier et sur 
plaque de cellulose. 11 est transform6 en un melange anomkrique de l’ester mktbylique 
des tbtraadtates 5 par action du diazomgthane puis de l’anhydride acktique dans la 
pyridine. 

*Pour tous les d&iv.Ss des Z-ac&amido-Z-d&oxy-D-hexoses examin& par I’auteur au moyen d’une 
chromato3raphie sur couche mince de gel de siice dans des SystBmes chloroforme-m&hanoI, un 
anombre Q migre d’avantage que l’anombe 4 correspondant. 
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Fig. 1. Purification du 3-U-(n-l-carbo;;yethyl)-2-d~oxy-2-glycolamido-D-glucose (4). Colonne Dowex 
2 X-8, HC02-, ~llution au moyen d’un gradient d’acide formique (-o-). Le compos& 4 (od) est 
completement &IC de la colonne avant i’acide glycolique (0 --m). Les details de cette chromatographie 
se trouvent dans la partie experimentale. 

L’examen du spectre de r.m.n. de 5 (proton anomerique B 6 5,6 p-p-m., Jl,z 

3 Hz) montre la predominance de l’anomere Q-D, environ 85% d’apres l’intensite des 
taches chromatographiques obtenues sur une plaque mince de gel de silice. La 
cristallisation de 5 n’a pas Cte possible, mais l’analyse des spectres de r.m.n. et i.r. 
confirme totalement la structure. 

Le spectre de masse de cet acide N-glycolylmuramique synthetique (4), per- 
deutCriomethylC selon la technique de Coggins et Benoitonz4, est tout B fait conforme 
& la structure et montre de plus que la metbylation a bien CtB totale (pit molCculaire M 
a411 etM - CH&H-COOCD, A m/e 305). Jl est identique & celui de l’acide 
N-~ycolylmuramique naturelr2. I1 a de plus CtC compare ti celui de I’acide N-ac&yl- 
muramique, egalement perdeutenomethyle selon la mCme technique (Fig. 2). On 
remarque des pits identiques (en particulier m/e 302) et une s&e de pits homologues, 
sCparCs par 33 unites m/e (148 et 181, 207 et 240, 272 et 305). Les fragmentations 
douuant lieu B ces pits ont d&j& Cd discutCes12. 

A des fins d’analyse quantitative, la reaction color&e de Morgan-Elson a CtC 

effect&e sur 4 en employant Ies conditions de Reissig et aLz3 ainsi que c&es de 
Jourdiau et Roseman15 (Tableau I). La teneur en groupe glycolyl de 4 a de plus ete 
determinCe par hydrolyse acide de ce dernier, selon MZutensson et aL2’, l’acide 
glycolique lib& &ant extrait en con&u B l’bther, puis dose au moyen du reactif 
d’Eegriwe26.2? fraichement prepare, selon Mktensson et aZ.25. Cette extraction en 
continu 5 Wther doit &re effectuCe pendant plusieurs jours, 48 heures &ant r&es- 
wires pour extraire 94% d’acide glycolique 2s. Cette extraction a CtC employCe car un 
dosage direct d’acide glycolique aprds hydrolyse aoide donne one valeur trop forte, 
par suite d’une interf&ence de l’acide muramique libWzg. 
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Fig. 2. Comparaison des spectres de masse, apr&s perdeut&iom&hylation, du 3-O-(D-I-carboxy&hyI)- 
2-dboxy-2-gIycoIamido-D-glucose (4) syuthdtique (diagramme supdrieur) et du 2-acetamido-3-0- 
(D-l_carboxytthy&2-desoxy-D-glucose (acide N-ac&yhnuramique) (diagramme iuferieur). 

TABLEAU I 

.~~SORBANCES DE DIVERS D&W& DU 2-~o-2-~~oxY-D-ci~ucosa LORS DE L.4 RkCrrON DE MORGAN- 
EtsO@. 

DPrivPs de 2-amino-2-dboxy-D-glucose Modtfication de Rerssig et aIz3 Modrfcarion de 
Jourdian er 

20 min 35 min Roseman15 

2-Ac&amido- ISO ISO I,0 
Z-Glycolamido- 0,86 0,94 0,5Sb 
3-O-(Carboxy&hyI)-2-gIycoIamido- 0,67 0,74 0.69 

“Ces valeurs sent relatives B uue quautite dquimoleculaire de 2-ac6tamido-2-d~o~-D-gIucose, 
test&e dam des condrtious identiques. L Jourdiau et Rosemau ont observe 0.56. 

PARTIE E&RIMENTALE 

Conditions g&.z&aZes_ - I_.es points de fusion sent mesur& au moyen d’un bloc 
chat&ant equip6 d’un microscope (Reichert) et sont corrig6. Les rotations optiques 
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sent dt%ermin&es au moyen d’un polarim&tre Perkin-Elmer (Modele 141). Les spectres 
sont enregistres avec les appareils suivants : spectrophotometre Perkin-Elmer (ModMe 
457) pour I’infrarouge (en suspension dans le Nujol); spectrombtres Varian A-60 ou 
Jeol 60 pour la r&onance nuclCaire magn&ique; spectrometre AEl (Modele MS 9) 
pour la spectrometrie de masse (apres perdeutCriomCthylation des compos&). Les 
absorbances des solutions color&s sont mesurGes au moyen d’un apparail Jobin et 
Yvon (Modele Maroc IV). 

L’homog&&itC des composQ prepares est con&Glee par chromatographie sur 
des plaques recouvertes de gel de silice Prolabo ou de cellulose MN 300 (epaisseur 
0,25 mm). Les melanges utilists pour les chromatographies sur cellulose sont les 
suivants : alcool butylique-pyridine-eau (6:4: 3), melange A; alcool butylique-acide 
acetique-eau (5 : 1: 2), mClange B ; alcool butylique-acide acetique-eau (50 : 12 : 25), 
melange C. Les plaques de gel de srlice sont rCvClCes par vaporisation d’acide sulfuri- 
que concentre et chatiage sur plaque Clectrique. Les analyses Clementaires ont CtC 
effect&es par le Service Central de Micro-analyses du C.N.R.S. (Thiais, France). 

An&&de 0-carboxyglyco&zte (3). - On fait barboter, B environ 0”, un 
courant de phosgene (J_ T. Baker Co.) dans 100 ml de p-dioxane anhydre, jusqu’a 
absorption de 103 g. Dans cette solution, maintenue B +5”, est vet&e, goutte B 
goutte et B l’abri de l’humidite, une solution d’acide glycolique anhydre (25,8 g) dans 
le p-dioxane anhydre (100 ml). Le melange obtenu est agite magnetiquement pendant 
24 h a temperature ambiante puis soumis, pendant plusieurs heures, B une evaporation 
sous vide au moyen d’un Cvaporateur rotatif, B +60”. Le rtsidu huileux obtenu est 
drssous, apres refroidissement & temperature ambiante, dans l’ether anbydre (330 ml) 
et cette solution est immediatement purifite par passage sur une colonne de gel de 
sijice Davison (45 g, 60-200 mesh, grade 950) et Cl&ion B l’ither. Apres evaporation 
de I’Cluat, on obtient un residu huileux (26,7 g) qui est aussitot dissous dans le 
p-dioxane anhydre (200 ml). Ce reactif glycolylant, conserve a -25” et a l’abri de 
l’humidite, a CtC utilise, lors des reactions suivantes, moins d’une semame aprss sa 
preparation. 

2-DPsoxy-2-g~yco~ami-D-g~ucose (6). - Le pouvoir glycolylant de la solution 
dioxanique precedente est vCrifiC par glycolylation du chlorhydrate de 2-amino-2- 
desoxy-D-glucose, selon la methode de Jourdian et Roseman 5, leg&ement modif?Ce. 
Le ctiorhydrate (1,08 g) et l’hydrogenoearbonate de potassium (0,6 g) sont dissous 
dans un melange d’eau (10 ml) et de methanol (2 ml). On y verse tres lentement, & 0” 
et avec agitation magnetique, le reactifglycolylant (20 ml) fraichement p&par& Apres 
l’addition de chaque goutte, le pH & tendance B baisser et est maintenu autour de 6,5 

par introduction de petites quantites d’hydrogenocarbonate de potassium (le pH du 
milieu reactionnel est constamment contr61C au pH m&e). L’addition totale se fait 
er. 2 h environ. Le melange est ensuite agitC magnetiquement a 0” pendant une heure 
supplimentaire, B la suite de laquelie la valeur du pH est d’environ 9,5. Un test B la 
ninhydrine montre alors la disparition totale du 2-amino-Zdesoxy-D-glucose. Cette 
solution est pas&e successivement sur une colonne de r&sine Dowex 50-W (X-4, 
20-50 mesh, H+), en quantitC sufiisante pour eliminer totalement les Ions potassium, 
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puis sur une colonne Dowex-1 (X-S, 20-50 mesh, CO:-). L’eluat final, ainsi que les 
eaux de lavage, sont &vapor&, donnant un residu sohde blanc (970 mg, 63%). Aprts 
une recristallisation dans I’ethanol absolu, p.f. 164-169”; ht.’ 5 : p.f. 184-190” 
apt-es trois recristallisations et R GNAc 0,76, pour une chromatographie descendante sur 
papier Whatman No. 1, au moyen du melange C. Le prodmt est homog&e en 
chromatographie ascendante sur plaque de cellulose, avec un RGNAc 0,87 dans le 
melange A et 0,75 dans le melange B. Une chromatographie descendante sur papier 
Whatman No. 1 donne un R GNAc 0,82 dans le mCIange C. Les plaques et le papier sont 
r&Cl& au moyen de reactifs au nitrate d’argent” et au p-drm&hylaminobenzaIdC- 
hyde3’ ou au moyen d’un examen sous u.v., apres traitement alcalin31. Les resultats 
de la reaction de Morgan-Elson sont inlques dans le Tableau I. 

2-(Ace’toxyace’tamido)-l,3,4,6-t~tra-O-ac~tyl-2-d~soxy-u-D-gl:~copyra~zose (7). 
- Le compose 6 (298 mg) est introduit dans de la pyridme anhydre (5 ml) et de 
l’anhydride adtique (3 ml) est ajoutt Apres une nuit a temperature ambiante et a 
l’abri de I’humiditC, la solution est versee dans un gros exces d’eau glade. Ce melange 
est aussitdt extrait au chloroforme, les extraits chloroformiques &ant laves a l’eau, 
sCchCs sur sulfate de sodium et evapores. Les traces de pyridine sont Clinunees au 
moyen de plusieurs entrainements au toluene anhydre. Le residu sirupeux incolore 
obtenu (474 mg, 85%) est un melange des anomtres, ainsi que le montre une chromato- 
graphie sur couche mince de gel de silice dans le melange ctioroforme-methanol 
(197: 3, v/v). Une cristallisation dans acetate d’ethyle-kther donne un melange a + B 
(216 mg, 40%). Les eaux meres sont evaporees, donnant un sirop incolore (253 mg, 
45%), homogene sur couche mince (tache correspondant au RF le plus eleve, suggerant 
une configuration anomerique IX-D). Une crrstallisation de ce sirop dans a&ate 
d’Cthyle-&er donne 7 (125 mg, 22%), p.f. 92-93,5”, [&’ + SO,Y (c 1,32, methanol); 
v:~?’ 3370 (NH), 1750 (OAc), 1680 (Amide I), 1530 cm-l (Amide II). DonnCes de 
r-m n. (chloroforme-d, tetramethylsilane comme reference exteme) : z S-7,7 (15 
protons, AC); 6,1-5,3 (6 protons, H-2, H-5 et les deux -CH?-); 5-4,6 (2 protons, H-3 
et H-4); 3,s (1 proton H-l, J1,2 3 Hz); 3,7 (1 proton, NH). Les deux mass& B 6,1-5,3 
et 5-4,6 ne peuvent pas Ctre analysis facllement3”. La constante de couplage J1,* 
indique une configuration CX-D~~. 

Anal. Cab. pour C,,H25N0,2 : C, 48,32; H, 5,63; N, 3,13. TrouvC: C, 48,14: 
H, 5,83; N, 3,16. 

3-O-(D-I-carboxy~t~zy~-2-dPsoxy-2-gIycoZ~nido-~-gIucose (acide N-glycolyl- 
muramique) (4) - Le benzyl 2-ac&amido-4,6-U-benzylidene-3-O-(D-l-carboxy- 
Cthyl)-2-desoxy-n-D-glucopyranoside” (1, 4,s g) est hydrolyse au moyen d’actde 
chlorhydrique 63~ (80 ml) pendant 3 h 30 min ?L 100-105”. Apres refroidissement, la 
solution est extraite B l’ether, puis Cvaporee. La majeure partie de l’acide chlor- 
hydrique est Climinie par des additions d’eau, survies d’evaporatlons. Le residu (2,l g) 
est dissous dans l’eau (60 ml) et neutrali& a pH 6 (contrble au pH metre), au moyen 
de &sine Amberlite CG-4B (OH-, type I, 100-200 mesh). La &sine est ensuite 
filtrce et le filtrat CvaporC a set, donnant un residu jaune clair (I,98 g). Des chromato- 
graphics descendantes sur papier Whatman No. 1 montrent la presence dans ce 

Curbohyd. Res., 16 (1971) 113-122 



120 I’. SINAii 

residu, en plus de l’acide muramique (2), de plusieurs produits secondaires. L’im- 
puret6 principale, r&klabIe B la ninhydrine, mais non au nitrate d’argent”, a un 
R ocide -amique Cgal ii 2,1 dans le mCIange A et B 1,7 dans le melange B. 

Une partie de cet acide muramique brut (1 g) est dissoute dans un melange eau- 
p-dioxane (1: 1, v/v; 24 ml), une petite quantite d’hydrogenocarbonate de potassium 
Ctant ajoutee de facon a ajuster le pH B 6,5. On verse tres lentement, B 0” et avec 
agitation magnetique, le reactif glycolylant (16 ml) fraichement prepare, le pH Ctant 
maintenu entre 6,5 et 7 par addition de petites quantites d’hydrogenocarbonate de 
potassium. Cctte operation demande environ une heure. L’agitation est encore 
maintenue pendant 1 h 30 min a 0”, le pH s’elevant lentement a 9,4. Un test B la 
ninhydrine montre alors la disparition totale de l’acide muramique, avec apparition 
d’un compose donnant une reaction de Morgan-Elson positive. 

On se debarrasse des ions potassium par passage sur une colonne (2,2 x 46,5 cm) 
de resine Dowex 50-W (X-4,20-50 mesh, H+) qui est ensuite lavee a l’eau, Ie volume 
&al recueilli Ctant d’environ 400 ml. Cette solution est alors versee au sommet d’une 
colonne (2,6 x 78 cm) de resine Dowex 2 (X-S, 2OwO mesh, HCO;) que l’on Clue, 
apres passage des 400 ml, par un gradient lineaire d’acide formique (2500 ml d’acide 
formique 0,8~1 et 2500 ml d’eau). Des fractions de 30 ml sont recueillies. Les fractions 
46 a 73, positives B la reaction de Morgan-Elson selon Jourdian et Roseman’ 5 et 
negatives au reactif d’Eegriwe selon Mktenssonzs, sont groupees, la solution 
resultante &ant concentrte a l’evaporateur rotatif a 40” jusqu’a un volume d’environ 
200 ml. De I’eau est alors ajoutee et on concentre de nouveau a 200 ml, cette operation 
&ant rep&e plusieurs fois, afin d’Climiner la najeure partie de l’acide formique. La 
lyophilisation de la solution finale fournit 4 (600 mg, 50%), solide blanc amorphe, 
tres hygroscopique, qui n’a pu Ctre cristallise, [a];’ +53,5+ f56” (au bout de 24 h, 
c 2,22, ethanol 50%); vp$’ 3300 (large bande, OH), 1730 (CO,H), 1640 (Amide I), 
1550 cm- ’ (Amide II). 

Anal. Calc. pour C,,HIgN09-H,O : C, 40,37; H, 6,42; N, 4,28. TrouvC : C, 

39,74; H, 6,40; N, 4,66. 
Ce produit est homogdne en chromatographre ascendante sur plaque de 

cellulose, avec un RGNAc 0,62 dans le melange A et 1,25 dans le melange B. Une 
chromatographie descendante sur papier Whatman No. 1 donne un RGNAcl,30 dans 
le mCIange C. Des valeurs dans d’autres mCIanges ont ttC publites12. Les reactifs 
utihses pour reveler cet acide sont Ies mCmes que ceux employ& pour le 2-dtsoxy-2- 
gJycoJylamido-D-glucose. Une chromatographie sur plaque de gel de silicc dans le 
mClange a&one-methanol (1~2) indique la presence d’une tr& lCg6re impureth ayant 
un RF eleve. 

Le dosage des groupes IV-glycolyl est effectue de la facon suivante : 4 (9,95 mg) 
est hydrolysc pendant 2 h B 100” au moyen d’acide sulfurique lhr(2 ml)25. Cctte 
solution est extraite en continu B i’ether pendant 6 jours. La couche &C&e est 
ensuite Cvaporee, le residu Btant repris dans l’eau (50 ml). Le dosage de l’acide 
glycolique dans cette solution est effectue au moyen du reactif d’Eegriwe frakhement 
prepare (10 mg de 2,7dihydroxynaphtalene dans 100 ml d’acide sulfurique con- 

Curbohyd. Res , 16 (1971) 113-122 



ACIDE N-GLYCOL~UXIRAMIQUE 121 

centrk) selon Mh-tensson et al. 25 La valeur moyenne trouvee est igale A 93% de la . 

qua&C thCorique. 
2- (Ace’toxya&tamido) - 1,4,6- tri- 0- acPtyl-2-dksoxy-3-O-[~-I-(m~thoxycarbonyl)- 

Pthyrl-(a,B)-D-~lZrcopyranose (5). - Ce dCrivC a Cte prepare en vue d’etudier son 
spectre de r.m.n. en dissolvant 4 (39,6 mg) dans du methanol (1,5 ml) et en ajoutant un 
exds d’une solution fraichement prCparCe de diazomethane dans P&her. On laisse 
reagir pendant 15 min a temperature ordinaire et 24 h a 0” (le 2-desoxy-2-glycolamido- 
D-glucose ne reagit pas dans ces conditions). Une chromatographie sur gel de sihce, 
dans le melange acCtone-methanol (3:1), indique la dispantion totale de 4 et la 
formation d’un seul produit. Ce produit est Cgalement homogene sur plaque de 
cellulose (ayant un R GNAc Cgal a 1,45 dans Ie melange A et a I,59 dans le melange B) 
et sur papier Whatman No. 1 (R,,,, 1,60 dans le melange C). Les reactrfs utrhses 
furent le nitrate d’argen?’ et le rtactif de Sharon et Selfter3’. 

Le rcsidu sirupeux de cette estkification (40,6 mg) est drssous dans la pyndmt: 
(0,5 ml) et on ajoute de l’anhydride acetique (0,4 ml). On laisse reagir pendant 38 h a 
temperature ambiante et a l’abrr de l’humidite. L’ensemble est alors verse dans un 
exds d’eau glade, le melange &ant aussitdt extrait au chloroforme. Les extrarts 
chloroformiques sont IavCs B I’eau, s&h& sur sulfate de sodium et CvaporCs. Le 
residu est chromatographk sur une colonne de gel de sihce (5 g). Les fractions CiuCes 
a I’adtate d’ethyle sont groupees, dormant un sirop incolore (23 mg) que I’on n’a pu 
cristalhser. Une chromatographre sur plaque de gel de slhce dans le melange chloro- 
forme-methanol (98,5: I,5 v/v) indlque la presence des deux anomeres, le composk 
ayant le RF le pIus ClevC &ant t&s nettement predominant. Un spectre de r.m.n. a ett 
effectue sur ces 23 mg (chloroforme-d, le pit du proton chloroformique a r 2,73 Ctant 
pris comme reference) : z 8,66, 8,55 (doublet de 3 protons, J2,3 7 Hz, Me de la chaine 
lactyle); 8-7,7 (groupe de 3 pits avec 12 protons, AC); 6,2 (1 singulet de 3 protons, Me 
ester); 6-5,8 (2 protons, H-6); 5,7-5,8 (proton H-2, de la chaine lactyle, obtenu par 
decouplage); entre 6,3 et 5,5 se trouvent Cgalement H-2 et H-5; 5,4 (singuiet de 
2 protons, methyl&e glycolique); 5,05-4,7 (2 protons, H-3 et H-4) ; 4,4 (1 proton H-l, 
J1,2 3 Hz); 1,7 (1 proton, NH). La valeur de la constante de couplage J, ,2 indique la 
predominance de la configuration aj3. 
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