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Summary 

D-glucose specifically deuterated at C-6 was prepared and used for the biosynthesis of bacterial cellulose with Acetohacter 
xylinum. The material obtained was converted into glucitol hesaacetate and analyzed by 250 MHz n.m.r. and mass spectrometry. 

Thcsc spectra indicated that about 70%~ of the starting D-glucose was incorporated without modification ofdcutcriation at the 

C-6 position. However an explanation is required of the finding that deuterium was also incorporated at the C-2 and C-l positions 
of the cellulose, arising respectively from the 6 pro-R and 6 pro-S positions of the initial D-glucose. 

1. Introduction 

L’obtention de cellulose extracellulaire et micro- 
fibrillaire g partir de culture d’Acetobacter xylirzum 
[l] s’effectue facilement et conduit g une cellulose 
pure, avec des pCriodes de croissance variables selon 
les composks de dipart. 

Des Ctudes pkliminaires faites dans ce laboratoire 

B partir de moltkules marqutes au deutkrium ont 
montrC [2,3] : 

(a) que les taux d’kchange entre deutkrium et 
proton en positions 1 et 6 sont plus faibles que sur les 
autres positions (2,3,4 et 5): ces rksultats ont CtC 
obtenus i partir de D-glucose totalement deut6riC. 

(b) que la biosynthkse avec du D-glucose mono- 
deutCriC en position 1 conduit a un effet isotopique 

important qui se manifeste par un rendement faible 
et par une pCriode d’inhibition importance de la 
biosynthkse. 

Le but de ce travail est de montrer les rksultats 
obtenus avec des khantillons klectivement deutCriCs 
en position 6. Dans le cas de la monodeutkiation, une 
synthese de D-glucose oti la deutkriation est la plus 
klective possible en 6R a CtC recherchie. Une compa- 
raison avec le cas du glucose dideutCriC en 6, facile- 

ment accessible [4] a Ct8 effect&e. 
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2. Materiel et mkthodes 

2.1. Prkparation de glucose morlodeut&ie’ en 6, 2 
majorit& 6R (1) 

La monodeutkiation du glucose en 6 peut se faire 
par rkduction du mCthy1 6-aldkhydo-a-D-glucohexo- 
dialdo-l,S-pyranoside [S] . L’identification non 

ambiguE par r.m.n. des protons 6R et 6S a CtC rCalisCe 
pkalablement dans le cas de dCrivCs du glusoce et de 
produits synthCtis6s B partir de glucose (par exemple 
l’hexaadtate de glucitol) [6]. Cependant, la kparti- 
tion du deutkium (40% en 6R, 60% en 6s environ) 
obtenue dans cette rkduction est insuffisamment dissy- 

mCtrique pour en dkduire des rCsultats significatifs 
lors de la biosynthkse, et une rkduction plus klective 
a CtC recherchke. Le meilleur rksultat a CtC obtenu en 
prenant comme rkducteur un dCrivC de l’alpha pin&e 
droit, le (--)-diisopinocampheyldeuterioborane qui a 
deja CtC utilisk pour des kductions asymitriques [7]. 
Le composk est prCparC g partir de 8 g de d&-iv6 6-aldC- 
hydo, 3.24 g de borodeutkrure de sodium, 125 ml 
(X4) de tktrahydrofurane, 12.84 ml de trifluorure de 
bore CthCrC (fraichement distill6 sur hydrure de calcium) 
et 32.4 ml de (+)-a-pinbne optiquement pur. Aprks 
55 h d’agitation on ajoute une solution 3 N de soude 
dans de l’eau lourde jusqu’g neutralisation et une 
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solution d’eau oxygCnCe i 30%, jusqu’g cessation du 
dkgagement gazeux. Le mklange kactionnel est alors 

&apot+ compktement et repris par un peu d’eau. Une 
extraction au chloroforme permet d’obtenir une phase 
aqueuse dCbarrassCe de ses principales impurettk. Cette 
phase est alors ChromatographiCe sur une colonne de 

gel de silice (Kieselgel 60-0,063-0,200 mm, Iluant: 
acCtate d’ithyle-kthanol-eau 95: 16:8). On obtient 
3.5 g de mCthy1 a-D-glucopyranoside que l’on peut 

convertir en glucose puis en hexaacitate de glucitol 
(2), en vue de l’analyse isotopique; la monodeut&ia- 
tion rlaliske, dkterminie par r.m.n. A 250 MHz et 
spectrographic de masse, est de 82%, le rapport relatif 
6R : 6s ktant de 88 : 12 environ. On peut noter que 

l’utilisation du kducteur inverse optique prkparC i 
partir de (-)-a-pin&e conduit 8 une majoritk de 
dCrivt S, mais est beaucoup moins sklective (mklange 
relatif 6R : 6s de 30 : 70 environ). 

2.2 Bparation de D-glucose-6-2H2 (5) 
Le glucose dideutCri6 a CtC prCpar6 selon la mCthode 

de Sowden [4] par r@duction au borodeutkrure de 
sodium du 1,2-O-isopropylidkne-a-D-glucofuranurono- 
6,3-lactone. Son analyse par spectrographic de masse 
sous forme du dCrivC 1,2-0-isopropylidkne (6) indique 
90%’ de dCrivC dideutCrik et 1 OS> de d&ivC monodeu- 
tCriC. 

2.3 Obtention et analyse de la cellulose biosynthktiste 

Le milieu de culture g partir d’une souche d’Aceto- 

batter xylinum a dkja Ctt dCcrit par Hestrin [8] . I1 
fournit des khantillons de cellulose backienne qui 
sont la& longuement g l’eau puis g la soude B 1% 

pendant une semaine, rink par une solution d’acide 
acCtique A 0.5% puis ?I l’eau. Ensuite la cellulose est 
a&tyke par le mklange acide acktique, anhydride 

acitique, acide perchlorique [2] ce qui conduit aux 
composks (3) et (7). Du point de vue rendement, 1 g 
de glucose marquC permet d’obtenir environ 120 mg 
de triacCtate de cellulose. Cette quantitk est suffisante 
pour I’Ctude ultkieure prkise par r.m.n., qui peut 
Ctre effectude de deux faqons: 

(a) sur le triacktate de cellulose lui-mime. En effet, 
dans 1~ spcctre B 250 MHz tous les protons du cycle 
sont s&par& et peuvent dtre do&s approximativement 

par simple intigration. Leur identification a CtC faite 
par Friebolin et Kcilich [9] qui cependant n’ont pas 
dktermirk les protons 6 pro-R et 6 pro-S. L’exptkience 
de biosynthke rCalis@e g partir de glucose monodeu- 
tCriC nous a permis une identification non ambiguti de 
ces deux protons (voir plus loin). 

(b) sur I’hexaacCtate de glucitol obtenu aprCs 
hydrolyse totale de la cellulose, rbduction au boro- 
hydrure de sodium et acitylation (compoks (4) et 
(8)). Lcs spectres sont ividemment plus prkis que 
ceux de triacltate de cellulose et permettent non 
seulement le dosage du pourcentage de deutkriation 
des positions 1 i 5, 6R et 6s mais igalement l’obser- 
vation directe (A l’aide des constantes de couplage) de 
mokules particulikres mono- ou dideutkrikes. On 
notera que c’est en cela que le marquage par atomes 
lourds (ici D) est supkrieur au marquage par ClCment 
radioactif (par exemple 3T): en effet, l’observation 
d’un double marquage est possible (en r.m.n. ou en 
spectrographic de masse). 

3. RCsultats 

La deutkriation des protons du squelette glucose 
de la cellulose biosynthCtisie i partir des Cchantillons 

deutCriCs en 6 se fait sur les positions l,? et 6. Le 
tableau I donne les taux de deutkiation sur ces trois 

Tableau 1 
Taux de deutkriation des kchantillons de glucose ct de cellulose biosynthdtiske 

Compos6 Nombre de dcutdrium par unit& glucose 

en 6 en 2 en 1 

Glucose ‘mono-deut6ri8’ 
0.72 en 

(1) 0.82 
6R 

0.10 en 6s 0 0 

Cellulose (3) 0.60 0.05 

Glucose ‘di-deut6rik’ (5) 1.90 0 0 
Cellulose (7) 1.40 0.10 0.50 
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Fig.1. Spectres partiels de r.m.n. i 250 MHz de divers hexa- 

acktates de glucitol dans le chloroforme-d. 

positions, determines par l’intermediaire des derives 
(2) et (6) en ce qui concerne les Cchantillons de glucose 
et par l’intermediaire des derives (4) et (8) en ce qui 

concerne les Cchantillons de cellulose bacterienne. Le 
tableau 2 donne la repartition du deuterium sur les 
positions 6 pro-R, et 6 pro-S ainsi que la repartition 
en especes mono-, di- et non-deuteriees. D’autre part, 
le spectre de r.m.n. du triacetate de cellulose (3) obte- 
nue a partir du glucose (1) montre que le proton 6 
majoritaire resonne a 6 = 4.35 ppm/TMS et prdsente 
un couplage J,,s faible de l’ordre de 2 Hz, tandis que 
le proton 6 minoritaire resonne a S = 4.04 ppm/TMS 
et presente un couplage J plus grand, de l’ordre de 
5 Hz. Le passage a l’etat d’hexaadtate de glucitol (2) 
substance dont l’attribution 6R-6S a dte faite 6, 

identifie au proton 6s le proton majoritaire. L’attri- 
bution des deux protons 6 pro-R et 6 pro S dans le 
triacetate de cellulose est done realisee de facon non 

ambigue (6 pro-R a 4.04 ppm et 6 pro-S a 4.35 ppm). 
La figure 1 montre comment les spectres r.m.n. des 

hexaacetates de glucitol(4) et (8) permettent non 
seulement de determiner les taux de deuteriation 
mais Cgalement de ‘voir’ indirectement les especes 
mono- et dideuteriees. La figure la donne la partie du 
spectre du derive non-deuterie correspondant aux pro- 
tons 1 et 1’) 6 pro-R et 6 pro-S [lo] avec indication 
du couplage (voir tableau 3). La figure 1 b correspond 
a l’hexaacetate de glucitol obtenu directement il partir 
du glucose (1). On voit clairement, en faisant reference 
aux donnees du spectre precedent, la contribution 
relative du produit non deutCri6 et des produits mono- 
deutCriCs en 6R et 6s. En effet, on note A 4.12 ppm 
la presence dun doublet caracteristique du proton 6R 
voisin d’un deuterium en 6S, et couple avec le proton 
5. De mdme a 4.24 ppm et se superposant au signal 
deja present, on remarque la presence dun doublet 
correspondant au proton 6s voisin d’un deutirium en 
6R, et couple avec le proton 5. 

La figure lc presente le spectre de r.m.n. de l’hexa- 
acetate de glucitol(4) provenant de la cellulose bio- 
synthetisee a partir du glucose mono-deuterie (1). On 
retrouve les trois especes precedentes. En outre, dans 
la region correspondant au proton 1’ apparaissent deux 
Cpaulements cent& a 4.02 ppm, avec une constante 
de couplage de 12.0 Hz et representant la contribu- 
tion d’un produit mono-deuterie en 2 (suppression du 
couplage Jr;,); ce phenomene confirme la deuteriation 
en 2 deja visible sur les spectres de r.m.n. de triacetate 
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Tableau 2 

R&partition des espkces dcutdri@es sur les positions 6 

Cellulocc (3) 

Unit& 

di-deutdridcs 

Unit& 

mono-deutdrkks 

6R 6s 

53’;: 7% 

Unit& 

non-dcuthri&s 

~~___ 

401;: 

(‘ellulow (7) 70% 5’4 5f.1 20% 
_____~~~__ 

de cellulose bactkricnne ou par in&ration de ceux 
des hexaacktates de glucitol. On notera que le meme 
effet est difficilement visible dans la r&ion du proton 
1. 

La figure Id montre le spectre de r.m.n de l’hexa- 
a&ate de glucitol (8) provenant de la cellulose bio- 
synth8tiske i partir de glucose di-deutkrik (5). Outre 
les trois espkes dCjj vucs cc spectre met en kidence, 
dans la rigion du proton l’, des espkces dideutCriCes 
en 1 et 2 (suppression simultanke pour le proton observC 
des deux couplages J,;, et J,,,, signal a centrk i 
4.01 ppm) ainsi que des espkces monodeutCriCes en 
1 (suppression du seul couplage J+ signaux b cen- 
trCs i 4.02 ppm). On remarquera que dans ce cas, les 
Cpaulements correspondant h la mono-deutkriation en 
2 sont moins visibles que dans le cas de la figure lc 
(signaux c), et que le dosage p&is dcs diffkrentes 
espkces est difficile. 

4. Discussion des rksultats 

Le fait !e plus significatif est le comportement trks 
diffkrent du marqueur, en ce qui concerne l’incorpora- 
tion sur les positions 1 et 2, selon qu’il provient d’un 
site 6 pro-S ou d’un site 6 pro-R. 

La deutkriation en 6 pro-R est maintenue pour plus 

de 70’4 dans la cellulose biosynthktisie ce qui pourrait 
traduire le fait qu’au mains 70,R du glucose initial est 
incorpork sans modification en 6. Par contre, une 
modification doit intervenir au niveau du micanisme 
pour expliquer la prtsence de deutkrium sur la posi- 
tion 2 (5 et lo’% dans le cas respectivement de la cellu- 
lose (3) et (7)). Dans ce dernier cas, la di-deutkriation 

en 6 cst maintcnue a environ 70%; le reste du deutk- 

rium se retrouve sur chaque position 1 (15%) et 
‘individuellement’ sur chaque position 6 pro-R et 
6 pro-S (5~5%). En outre, I’observation d’un marquage 
cn 2 dans l’&hantillon (4) et en 1 et 2 dans l’bnchantil- 
lon (8), montre que par une voie biosynthltique 

mineure le deutCrium des positions 6 pro-R et 6 pro-S 
se rctrouve en positions 2 et 1 respectivement; aucun 
mkanisme ne permettant actuellement d’expliquer ce 
rkultat. Le passage par un cyclitol qui ferait dispa- 
raftre l’un des protons (vraisemblablement 6 pro-S 

d’aprks [I l] ), ne peut rendre compte que d’espkces 
mono-deutkriCes dans la cellulose. 

En conclusion, il est clair que plusieurs mkanismes 
se superposent dans la biosynthkse de la cellulose par 
Acctobacter xylirrum; le processus majoritaire (70% 

environ) conservant les sites 6 pro-R et 6 pro-S du 
glucose. Ce rksultat peut etre rapprochk de celui 
trouvi par Gorin [ 121 dans le cas de la biosynthkse 
de mannanes. Cependant, une analyse plus prkcise des 

Tableau 3 

Parambtres spectraux particls de r.m.n. i 250 MHz de I’hexaacitate de glucitol 

lI-1 H-6s H-6R H-l’ 

6 (wm/TMS) 
dans CDCI, 

4.38 4.25 4.13 4.02 

Jl,l’ Jl,2 J1’2 

6.;) 

J5,6S ‘5,6R J6S,6R 

J (Hz) ~~12.0 4.0 3.8 5.3 12.3 
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produits montre le passage du deuterium de la position 
6 pro-R a la position 2 et de la position 6 pro-S a la 

position 1. 
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