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4,541 mg Subst. gaben 7,09 mg CO, und 1,448 mg H,O 
2,870 mg Subst. gaben 464 mm3 N, @lo, 736 mm) 
C,,H,,O,,N, Ber. C 42,45 H 3,56 N 18,00% 

Gef. ,, 42,60 ,, 3,65 ,, 1 8 3 %  

N-Acetyl-decahydro-isochinolin: 4,54 g (0,12 Mol) LiAIH, wurden in 
300 om3 absolutem Ather gelost. Dazu liess man 8,95 g (0,05 Mol) N-Acetyl-decahydro- 
isochinolin in 300 cm3 absolutem &her eintropfen. Es wurden 6,95 g N-Athyl -deca-  
hydro- i sochinol in ,  entsprechend 84% der Theorie, erhalten. KP.,~ 92-94O. Hydro- 
chlorid, Smp. 203-204O. 

4,644 mg Subst. gaben 11,07 mg CO, und 4,57 mg H,O 
6,305 mg Subst. verbrauchten 4,40 cms AgNO, (1 cm3 = 0,250 mg CY) 
C,,H,, N,HCl Ber. C 64,234 H 10,88 C117,40% 

Gef. ,, 65,04 ,, 11,Ol ,, 17,45% 

Die Analysen wurden in unserem mikroanalptischen Laboratorium unter der Leitung 
von Herrn Dr. Gysel ausgefuhrt. 

Z u s anim en f a s sung  . 
An Hand von 9 Beispielen wird gezeigt, dass sich Saureamide im 

allgemeinen leicht mit Lithium-Aluminium-Hydrid zu den entspre- 
chenden Aminen reduzieren lassen. 

CIBA Aktiengeselbchaft, 
Pharmazeutische Abteilung, Basel. 

187. Constitution de l’acide chondro’itine-sulfurique 
par Kurt H. Meyer, M. E. Odier et  A. E. Siegrist. 

(21 VI 48) 

En 1923, Heidelberger et Avery I) dkcouvrirent, dans certaines 
bactdries pathoghes, des polysaccharides possbdant une spkcificitc! 
immunologique. Depuis lors, des polysaccharides spdcifiques furent 
trouvds dans le sang, dans beaucoup d’autres organes et dans de 
nombreux microorganismes. Ces polysaccharides contiennent des 
restes d’hexoses et d’acides uroniques ; ils contiennent en outre trBs 
souvent des restes de sucres aminds ou de l’acide sulfurique l i B  comme 
ester acide. L’acide chondro’itine-sulfurique, les acides hyaluroniques 
et l’hbparine sont des polysaccharides chimiquement apparent& a ce 
group e . 

Comme la constitution d’aucune de ces substances n’est complhte- 
ment connue, nous avons entrepris 1’6tude de l’acide chondroitine- 
sulfurique, qui est la substance de ce groupe la plus facilement acces- 
sible; notre but Btait de mettre au point des mkthodes de dktermina- 

l) iM. Zfeidelbcrger et  0. T. Avery, J. Exptl. Med. 38, 73 (1923); 40, 301 (1924). 
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tion de constitution susceptibles d’ktre appliqukes aux autres poly- 
saccharides apparent&. 

L’acide chondroitine-sulfurique est un des principaux constituan& 
des tissus cartilagineux animaux (trachde, cartilages nasaux, aorte, 
tendons, etc.). I1 reprhsente, d’aprbs Winter1) ,  environ 40 yo du car- 
tilage see. 

Pischer et Boedeker2), en 1861, furent les premiers a isoler l’acide 
chondroitine-sulfurique; X ~ u n k e n b e r g ~ ) ,  en 1884, rBussit a obtenir 
un produit assez pur. Les premieres recherches sur la constitution 
chimique sont dues a Schrniedebe~g~) en 1891. Les produits d’hydrolyse 
totale de l’acide chondroitine-sulfurique sont : l’acide sulfurique, 
l’acide ac&ique, l’acide D-ghCUrOniqUe et la chondrosamine que 
Stacey et coll. 5 ,  ont ident’ifiee recemment comme &ant l’amino-2-~- 
galactose. D’aprBs Bray, Gregory et Stacey6), l’acide glucuronique 
et la galactosamine se trouvent sous forme pyranosique dans le 
polysaccharide, puisque leur groupe hydroxyle en position 4 a pu 
&re m6thyl6. En ce qui concerne la structure du polysaccharide, 
Levene et La Porge’), en 1913, estiment qu’il s’agit d’un t8trasac- 
charide symbtrique non rdducteur, compos6 de 2 restes de 6-sulfate de 
N-acdtylhexosamine et de 2 restes d’acide glucuronique, qui donne par 
hydrolyse avec C1H le chlorhydrate d’un disaccharide, la ctchondro- 
sine,), comprenant un reste d’acide glucuronique et un reste de chon- 
drosamine. Purth  et Brzcmos) trouvent un poids molhulaire moyen 
d’environ 950 pour le sel calcique, ce qui correspond h, un tdtrasaccha- 
ride. Bray, Gregory et Staceyg) ainsi que Haworthlo) envisagent, par 
contre, un polymkre dlevd structure ramifide, dont l’unit6 de base 
(pbriode) serait un reste trisaccharidique posshdant un groupe dispose 
latdralement selon la fig. 1. 

Mais les teneurs en soufre, azote, acktyle, cations, cendres, d6- 
termides par Furth et Bruno l l ) ,  K .  Neyer  et ~ o l l . ~ ~ ) ~ ~ ) ,  WoZjrorn et 

I )  W .  Winter, Bioch. Z. 246, 22-28 (1932). 
2, C.Fischer et  C. Boedeker, A. 117, 111 (1861). 

C. F. W. Kmnkenberg, Z .  Biol. 20, 307 (1884). 
4, 0. Schmiedeberg, Arch. exp. Path. Pharmak. 28, 355 (1891). 

S. P. James, F.  Smith, M .  Stacey, L. F .  Wiggins, Nature 156, 308 (1945); SOC. 
1946, 625. 

6) H .  G. Bray, J .  E. Gregory et  M .  Stacey, Biochem. J. 38, 142 (1944). 
7, P. A. Levene et F.  B. LaForge, J. Biol. Chem. 15, 72,157 (1913); 18, 238 (1914); 

8 )  0.Fiirth et  T.  Bruno, Bioch. Z .  294, 158 (1937). 
9) H. G. Bray, J .  E. Gregory et  M .  Stacey, Biochem. J. 38, 142 (1944); M .  Stacey, 

31, 609 (1917); P. A. Levene, J. Biol. Chem. 140, 267 (1941). 

Advances in Carbohydrate Chemistry I I, 182 (1946). 
10) W .  N .  Haworth, Lecture Proc. Roy. SOC. A, 136, 15 (1946). 
11) 0.Fiirth et  T.  Bruno, Bioch. Z. 294, 158 (1937). 
12) J. W. Palmer, E.  M .  Smyth et K.  Meyer, J. Biol. Chem. I IS, 491 (1937). 
13) K. Meyer et  E. M .  Smyth, J. Biol. Chem. 119, 507 (1937). 
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co1l.l) et K.-H. Meyer et Odier2) ,  de meme que les rksultats des dosages 
de chondrosamine et acide glucuronique de WoZjrom et coll.l), ne 
permettent pas d'envisager une telle pkriode et semblent nettement 
indiquer que le rapport acide glucuronique/chondrosamine est bien 

COOH - 
CHBOSO,H 

I I 

~ 

1 1  

I 
H KH 

C=O 
I COOH O 

1 1  

I 
H KH 

C=O 
I COOH O 

I I  
- H OH ~ 

Formule (pCriode) de l'acide chondroytine-sulfiiriqiie d'apri.s Haworth. 

Fig. 1. 

de 1:l dans la molkcule. Enfin, BZix et flrbeZlmann3), en 1945, ob- 
tiennent par extraction au mogen d'une solution aqueuse de C12Ca, 
avec un renriement minime d'ailleurs, un produit auquel ils attribuent 
un poids molkculairc de 300.000 A 300.000, calcul4 d'aprks leurs me- 
sures de viscosite et cle double rdfraction dc courant. 

Isolement ct pzcrijicatioia d e  I'acide ehondro%tine-smlf.Icriq.ue. 
Leuene et L a  Porge4) ont extrait l'acide chondro'itine-sulfurique 

au moyen d'une solution dc  KOH 2 %  et, depuis lors, c'est cette me- 
thodc, plus ou moins modifibe, qui a bt4 cmployPe par Jorpes et Berg- 
s t r h 5 ) ,  J o r p e P ) ,  ETiirth ct B u M o ~ ) ,  IL'awer et X a y e r 8 ) ,  et, plus rPccni- 
mmt ,  par B r a y ,  Gregory et  Staceyg) ainsi que Wolfroin et ~011.1~ 

l) M .  L. lVoZjrom, D. J .  Il'eisblnt, J .  1'. Karabinos, W .  H .  XcFeely  et J .  McLccol, 

2, K.-H. N e y e r  et X. Odbo., Exprr. I I ,  311 (1946); M .  Odic?, t h k  11" 1093, Uni- 

j) G. BZiz et  0. SneZZrnun?a, Ark. Iiein. 19 A, So.  32 (1945). 
4, P. A .  Lpvpne et F.  I?. LCaForgP, J. Biol. Chem. 15, 72, 357 (1913); 18, 238 (1314); 

5 ,  E. ,Jorprs et  S. Bergstrom, J. Biol. Chem. I 18, 417-457 (1 937). 
G, E. Jorpes, Bioch. Z. 204, 354 (1928). 
?) O.Furtk et  T. Brwzo, Bioch. Z. 294, 168 (1937). 
P. Kurrer et  J .  Mnyrr, Helv. 20, 41.5 (1937). 

g, H .  G. B ~ a y ,  J .  E .  G'wg07y et ,If. Stacey, Biochem. J. 38, 142 (1944). 

h i .  Soc. 65, 2077 (1943). 

versite de Genbre (1946). 

31, 609 (1917). 
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D’autres auteurs ont cherchi? a extraire l’acide chondroitine-sul- 
furique au moyen de chlorures alcalins ou alcalino-terreux. Quoique 
ce procBd6 soit plus doux, les rendements ainsi obtenus par Jwpesl) ,  
Meyer et &‘myth2) et Blix et XneZZmann3) sont bien inf6rieurs B ceux 
de l’extraction alcaline. 

Aprks quelques essais infructueux de solubilisation de cartilages 
de la paroi mediane du groin de pore dans des solutions d’urk, de 
thio-ur6e et d’hydrate de chloral, nous nous sommes rendus a 1’Bvi- 
dence que seule une extraction en milieu alcalin dilu6 (NaOH 2%) 
permettait de s6parer l’acide chondroltine-sulfurique du collagkne 
dans le cartilage et, par conskquent, d’extraire une grande partie 
du polysaccharide. Afin d’kviter toute dkgradation, nous operons B, 50.  
Nous avons en effet constate que la solution du produit ne subit dans 
ces conditions :%ucune alteration au cours d’au moins deux mois. 

Les prot6ines sont ensuite 6limin6es par prhcipitation B l’acide 
phospho-tungstique. En modifiant et simplifiant la m6thode de 
Piirtk et Bruno, nous obtenons un rendement de 31% par rapport au 
cartilage see. 11 importe cependant de travailler rapidement aussi 
longtemps que l’on se trouve en milieu fortement acide et d’effectuer 
toutes les operations a froid ( 5 O ) .  

Dans ces conditions, la d6gradation hydrolytique est negligeable. 
Nous avons vQ.ifi6 ce fait par comparaison du produit obtenu aT7ec 
un autre dont les prot6ines Btaient diminkes au pH 7 selon A%vag4) 
(secouages rhphtks avec du chloroforme en prbsence d’un peu d’alcool 
amylique provoquant la coagulation des protkines). K’6tant a aucun 
moment expos6 une reaction acide, ce produit n’avait certainement 
pas subi d’hydrolyse. Comme les produits obtenus par les deux mktho- 
des avaient les niernes viscosites et pratiquement le meme degr6 de 
polymi?risation, nous avons adopt6 la mkthode Q l’acide phospho- 
tungs tique. 

Aprh d6proteinisation et elimination des sels mineraux par dia- 
lyse, le sel sodico-ealcique du polysaccharide est transform6 en sel 
sodique au moyen d’un Bchangeur de cations: ((Amberlite IR-100))5). 
On isole finalement le polysaccharide de la solution nqueuse par prP- 
cipitation Q I’hthanol en prhsence d’iin peu de ClNa. 

Corn posit ion de  l’acide chondl.o;itine-sulf.1Llr.iyue. 
Bos dosages des 616ments sodium, azote et soufre et des groupes 

acetyles confirment les rhsultats de la plupart des auteurs et montrent 
que les 4 produits d’hydrolyse totale - acides sulfurique, acktiquc, 

1) E .  Jorpes, Bioch. Z. 204, 354 (1928). 
2 )  K .  Meye7 et E .  M. Smyth, J. Biol. Chem. 119, 507 (193’7). 
3) G. Blix ct 0. Snellmann, Ark. K-m., 19 A, KO. 32 (1943). 
4) M .  Sevag, Biocb. Z. 273, 419 (1934). 
’) Produit de Besinom Products and Chemical Company, Philadelphia. 
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glucuronique et amino-2-~-galaetose (chondrosamine) - sont re- 
present& en proportions Bquimoleculaires dans le polysaccharide. La 
formule est done (C,,H,,O,,NSNa,), . 

Poids moldculaire et forme de  la mole’cule. 
Etant donne que pratiquement tous les polysaccharides naturels 

connus posskdent un groupe reducteur par molecule, nous avons d6- 
termin6 les poids moleculaires moyens par titrage des pouvoirs re- 
ducteurs, selon Linnderstrrm-Lung et Holterl) (modification de la me- 
thode de Willstatter et XchudeP)). - Nous avons trouv6 des valeurs 
comprises entre 27.000 et  32.900 pour les produits prApar6s d’aprAs nos 
mdthodes, alors que pour un produit extrait B temperature ordinaire 
selon Fiirth et Bruno nous ne trouvions que 17.200. Des mesures de 
viscosite ont donne des resultats semblables: en effet, la valeur limite 
du rapport 7 spec./c (intrinsic viscosity [ q ] )  est d’environ 0,8 pour nos 
produits, alors qu’elle n’est que de 0,5 pour celui obtenu selon Fiirth 
et Bru.no, qui, par consequent, a subi une nette dBgradation au cours 
de son extraction. 

En comparant les valeurs des rapports P.M./[q] avec celles que 
l’on trouve pour d’autres polysaccharides, ramifies ou non ramifi8s3), 
on constate que l’acide chondro’itine-sulfurique ne doit pas &re ramifi6, 
ce qui confirme les conclusions de Blim et SneZlmam4) sur le meme 
sujet. Par contre, ces derniers auteurs attribuent un poids moleculaire 
de 200.000 B 300.000 B leur produit extrait par une solution aqueuse 
de C1,Ca. Mais comme en solution alcaline diluhe il est rapidement 
transforme en un composB semblable aux ndtres, nous croyons qu’il 
se compose d’agrhgats polymol6culaires contenant peut-6tre encore 
des traces de proteines. 

Constitution. 
Par des mesures polarimetriques sur des solutions aqueuses, nous 

obtenons pour [ E ] ~  une valeur moyenne de -31O. Les liaisons entre 
les restes d’hexoses sont done du type ,8. 

Nous pouvons dAs lors partir des faits suivants qui nous semblent 
bien etablis : 

1 O L’acide chondroitine-sulfurique contient un nombre @gal de 
restes d’amino-2-~-galactose(1,5) et d’acide glucuronique(l,5). Nous 
designerons desormais par ccp6rioden un groupe forme de ces 2 restes. 
Le degrd moyen de polymerisation exprime en monoses est d’environ 
120, soit 60 periodes. 

l) K .  Linderstr~m-Lang et  H .  Holter, Ann. chim. anal. 39, 116 (1934). 
2, R. IVillstiitter et G. Schzrdel, B. 51, 780 (1918). 
3, Cf. K.-H. Meyer, ((Die hochpolymeren Verbindungen)), tableau p. 26, Leipzig 

(1940). 
4, G. Blix et 0. Snellmum, Ark. Kern. 19 A, No. 32 (1945). 
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20 Dans chaque periode, une molecule d'acide sulfurique est lihe 

3 O  Lea restes d'hexoses sont lies entre eux par des liaisons P-glu- 

40 La chaine n'est pas ramifihe. Cette hypothese sera d'ailleurs 

A un -OH libre sous forme d'ester acide. 

cosidiques. 

confirmhe par des expkriences rspportdes plus loin. 

2onstitution 
possible 

Tableau 1. 
6 CH,OR COOH 

/ \To- 

R 
I 

NH 3 

I1 I L o  
I 
CH, 

I = reste d'ac6tyl-amino-galactose. 
I1 = reste d'acide glucuronique. 
R = H ou S0,H ou reste de monose. 

Reste d'ac6- 
tylamino-2- 
galactose 

___ -~ 

1 
2 
3 
4 
5 
6 

positions 
No 13 4 6 

~ 

C S H  
C S H  
C S H  
C H S  
C H S  
C H S  

n 

8 
9 

10 
11 
12 

S C H  
S C H  
S C H  
S H C  
S H C  
S H C  

13 I H  C S 
14 H C  S 
l5 I H C  I S 
16 I H  S C 

possible I Reste d'acide Constitution 

elucur. 

positions 
2 3 4  

C H H* 
H C H  
H H C* 
C H H* 
H C H  
H H C* 

C H H* 
H C H  
H H C* 
C H H* 
H C H** 
H H C* 

C H H* 
H C H  
H H C* 
C H H* 
H C H** 
H H C* 

- 

25 
26 
27 
28 
29 
30 

31 
32 
33 
34 
35 
36 

Reste d'act 
tylamino-2 
galactose 

positions 
3 4 6  

C H H  
C H H  
C H H  
C H H  
C H H  
C H H  

~ _ _ -  

H C H  
H C H  
H C H  
H C H  
H C H  
H C H  

H H C  
H H C  
H H C  
H H C  
H H C  
H H C  

Reste 
d'acide 
glucur. 

positions 
2 3 4  

C S H*' 
C H S** 
S C H  
S H C** 
H C  S 
H S C** 

C S H*' 
C H S** 
S C H  
S H C** 
H C  S 
H S C** 

C S H* 
C H S* 
S C H* 
S H C* 
H C S* 
H S C* 

- 

-7 

C = liaison glucosidique; S = reste sulfurique; H = non substituh. 
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En nous basant d’une part sur ces faits, et d’autre part sur les 
rbsultats d’oxydation ii l’acide periodique de l’acide chondro‘itine- 
sulfurique et de ses produits de mbthylation et de dbgradation, nous 
avons pu ddterminer la constitution de l’acide chondroitine-sul- 
furique. 

Calculons d’abord le nombre de constitutions compatibles avec 
ce qui prdckde. Admettons premikrement que les restes sulfuriques se 
trouvent lic!s aux restes d’amino-2-galactose. Ces derniers ont 3 grou- 
pes hydroxyles, 3,4 ,6 ,  dont l’un est libre et les deux autres lit%, soit 
avec le reste voisin par une liaison glucosidique, soit avcc le reste 
sulfurique; le nombre des possibilitks s’blkve donc ti 3!  = 6.  Chacun 
de ces cas peut se combiner avec une des constitutions possibles du 
reste glucuronique. L’un des groupes 2 ,3 ,4  de ce reste glucuronique est 
lib comme glucoside avec un reste voisin, ce qui nous donne 3 possi- 
bilitks; pour une pkriode on a 6 x3 = 18 possibilitks. Pour le cas ou 
le groupe sulfurique serait fix6 sur 1e reste glucuronique, on obtient) 3 
possibilitds pour la galactosamine et 3 ! = 6 pour l’acide glucuronique, 
done 18 pour une pkriode. Nous devons trancher entre les 18 A 18 = 36 
constitutions possibles (voir tableau 1, p. 1405). 

Les rdsctions de l’acide periodique sur I) l’acide intact, 2 )  l’acide 
partiellement dbsulfatb 3 )  les produits de scission mbthanolytique de 
la chaine compl&tement mbthylde, 4)  les produits de la scission hydro- 
lytique de la chaine ccpermBthylPe)), nous ont permis d’exclure 3.5 de 
ces possibilitbs et d’attribuer a l’acide chondroitine-sulfurique la cons- 
titution reprbsentke par le no :5. 

COOH CH,OS 03H COOH 

‘ 0  q o y & ; ~ o $ ~ o .  H 

*HO H H  H HO 
, 

H OH H NH H OH 
C = O  
I 

CH3 
Fig. 2. 

Constitution dc l’itcicle ol.iondroltine-sulfuric)ur. 

Voici les r4saltsts : une molbcule d’acide chonclroitine-sulfurique 
ne rPduit en moyenne que 4 molPcules d‘acide periodique. Etant com- 
poske d’environ 120 rostes de monoses (60 pbriodes), elk n’est, oxydbe 
qn’B ses extrPmitks (groupe rPdueteur et groupe terminal non-r4duc- 
teur). Xous pouvons donc d4ja bcartcr tous les types de formules mar- 
qu4s d’un *, ou deux --OH voisiris sont libres (positions 3 et 4 libres 
pour l’amino-sucre et 2 et 3 ,  ou 3 et 4, pour le reste glucuronique). 
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Nous avons ensuite effectue une oxydation B l’acide periodique 
sur un acide chondro‘itine-sulfurique partiellement hydrolys6 par 
CIH 5-n. a 37O pendant 3 heures. Par cette derniPre opbration, 51’4% 
des restes sulfuriques ont 6th hydrolys@s, alors que 3% seulement des 
liaisons glueosidiques ont Bt4  scinddes. La vitesse d’hydrolyse des restes 
sulfuriques est done beaucoup plus grande que celle des liaisons glu- 
cosidiques. Pour cette nouvelle chaine, la consommation en acide per- 
iodique 6tait encore de 4 moldcules. Les chainons internes, m6me 
lorsqu’ils ont perdu leurs restes sulfuriques, ne rbagissent toujours 
pas avec I’acide periodique. 

Ceci nous permet d’exclure les constitutions dans lesquelles le 
soufre se trouve voisin d’un groupe -OH libre; ces possibilit6s sont 
marquees d’un ** dans le tableau 1. 

E n  meme temps, l’hypothbse de la structure non-ramifide se trouve 
confirmhe, car chaque groupe terminal non-reducteur ayant perdu 
son reste sulfurique devrait consommer une moldcule d’acide perio- 
dique s’il 6tait form4 d’un reste d’ac&ylamino-2-galactose (oxydation 
deF; -OH en position 3 et 4)’ et deux molbcules s’il @tait form4 d’un 
reste d’acide glucuronique (oxydation des -OH en position 2 ,  3 et 4). 
Or la ((dPsulfatation)) n’est pas accompagnde d’augnientation de la 
consommation tt’aeide periodique ; il n’est done pas question de rami- 
fications. 

E n  examinant maintenant les 8 constitutions encore possibles, 
on rema,rque qu’en tout cas le reste glucuronique porte une liaison glu- 
cosidique KC)) en position 3 .  

Xous avons ensuite methyl6 entibrement l’acide chondro’itine- 
sulfurique avec conservation des groupes sulfates; le produit ((per- 
rnethylb)) a &@ hydrolysk et le melange des produits de scission oxyde 
h l’acide periodique. Apres l’oxydation, nous trouvons tout l’azote 
ROUS forme de NH, dans le melange rdactionnel. Ceci prouve que 
le groupe -NH . CO - CH, a Bt6 saponifid lors de I’hydrolyse et que le 
groupe -NH, ainsi form6 a r@agi comme un groupe -OH voisin d’un 
autre groupe -OH libre: 

I 
H-C-XH, I H - L H  H-C=O 

H-GO H-GO H--C-OH 
-?- -3- + XH, I 

I I I 

La consommation en acide periodique du produit mdthylk hydro- 
lysP est de 3 moldcules par periode. Ceci nous permet d’exclure dans 
le tableau 1 les possibilites no  8,21,23,27 et 29 (pour lesquelles la con- 
sommation d’acide periodique serait de 4 molPcules par pdriode). 
I1 est kvident que eette consommation de 3 molPcules d’acide perio- 
dique par pPriode est due uniquement ?i la chondrosamine mkthylke, 
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puisque, dans l’acide glucuronique methyl&, il n’y a que les groupes 
-OH 1, 3 et 5 qui soient libres, ce qui ne permet aucune consomma- 
tion en IO,H. 

L’acide chondro‘itine-sulfurique ccperm6thyl6a a ensuite 6th sou- 
mis Q une mPthanolyse et le melange des produits de scission oxydi? 
Q l’acide periodique. La consommation en IO,H est de 1 molecule par 
pdriode, et aprBs oxydation, la totalit6 de l’azote se trouve sous forme 
de NEE, dans le melange rhactionnel. Le groupe -OH de l’atome 3 de 
la galactosamine n’est done pas methylP; il est bloqu6, dans l’acide 
chondroltine-sulfurique, soit par aC )), soit par KS D. Cette constatation 
exclut la constitution no  14. La constitution no  2, enfin, est bcart6e 
par le fait que sa consommation en IO,H serait de 2 molecules par 
pkriode. I1 ne reste done que la constitution no 5. Elle est confirmee 
par un cinquieme essai, oh nous avons hydrolyse l’acide chondroitine- 
sulfurique complBtement mdthyl6, puis oxyd6 1’hTdrolysat au I0,Na 
et dost5 l’aldbhyde formique dans le melange rhactionnel d’apr8s 
Criegeel) et Jeanlox2). Seul le groupe alcoolique primaire (il n’en existe 
qu’un par phriode) peut donner une reaction positive. Or, nous trou- 
vons prstiquement une molecule d’aldehyde formique produite par 
periode, ce qui indique que ce groupe --CH,OH doit &re bloque dans 
l’acide libre. 

Nous avons done bien affaire, dam l’acide chondroitine-sulfu- 
rique ccpermethyle )) puis hydrolyse, B un melange de monom6thyl-4- 
chondrossmine et d’acide dimbthyl-2,4-glucuronique (ce dernier &ant 
probablement decarboxyld). Pour arriver Q ce rbsultat, il nous a fallu 
Btudier soigrieusement l’hydrolyse aeide du polysaccharide et mettre 
au point une methode de methylation. 

Hydyolylse acide de l’acide cho?zdroltine-sulfurique. 

I1 y a plusieurs genres de scissions hydrolytiques possibles, sa- 
voir : scission des liaisons glucosidiques entre les monoses (2 sortes), 
scission des groupes -S03H et scission des groupes acetyles. D’autre 
part, il peut y avoir decarboxylation de l’acide glucuronique. 

La figure 5 (page 1416) montre l’hydrolyse des liaisons glucosi- 
diques du produit natif par S0,H2n., 2,5-n. et  5-11. A 370 en fonction 
du temps. On obtient l’hydrolyse complete aprBs 82 jours. 

D’autre part, nous avons suivi la scission des restes sulfuriques 
par l’acide chlorhydrique 5-n. a 37O (titrage de SOY lib6r6 par C1,Ba en 
milieu dthanol SOY0,  indicateur: rhodizonate de K3)). La figure 3 
montre que lorsque la moitie des restes sulfuriques sont scindh, 3% 
senlement ties liaisons glucosidiques sont hydrolysees. 
__ - 

l) R. Criegee, A. 495, 211 (1932). 
z, R. Jeunloz, Helv. 27, 1509 (1944). 
3, J .  F .  d41icino, Analytical Chem. 20, 85 (1948). 
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La scission des restes sulfuriques est quantitative aprbs traitement 
8, reflux pendant 2 heures a ClHn. 

I0 v v- c 
5 6 heures 7 2 3 4 

Fig. 3. 
Hydrolyse acide partielle du produit natif. 

Les hydrolyses acides A 20’ et  37O sont accompagnkes de dbgagement de CO, (d6- 
carboxylation des restes uroniques). Nous nous en sommes rendu compte par des dosages 
qualitatifs du CO, en l’absorbant dans Ba(OH),. 

Les groupes acBtyles sont Bgalement scind6s en milieu acide. Nous avons constatB, 
aprks oxydation A I’acide periodique des produits d’hydrolyse totale, que l’azote avait 6t6 
transform6 quantitativement en NH,, ce qui dBmontre que la totalit6 de l’azote se trouve 
sous forme de groupes -NH, libres dans les produits soumis a cette oxydation. 

Pour Bviter la dcharboxylation de l’acide glucuronique, nous avons enfin effect& 
une m6thanolyse de l’acide chondroitine-sulfurique perm6thyl6. Le pouvoir rotatoire est 
devenu constant ap&s 44 heures d’ebullition A reflux dans le methanol absolu contenant 
7,3% de ClH gazeux. [a]: = + 0,038O. 

iUt?th!ylation de l’acide chondro;itine-sulfuri~~~e. 
N’ayant pas rkussi A m6thyler complktement I’acide chondroitine-sulfurique natif, 

Stacey et  coll.1) procbdent iL une hydrolyse partielle qui abaisse le poids mol6culaire e t  
scinde en mbme temps les groupes sulfuriques. 11s methylent ensuite leur adkgraded chon- 
droitinn. 11 est evident que seul un produit m6thyl6 non-dbgradi. et contenant encore la 
totalit6 de son soufre peut nous renseigner d6finitivement sur le mode de liaison entre les 
monoses e t  sur  la place du soufre. 

Nons avons btudi6 la niPthy1,ztion au nioyen dii sulfate de mP- 
thyle B diffbrentes tenipbratures. La mkthylation B No! ainsi que celle 
a 50 aboutissent k la permBthylation en gardant pratiquenient la to- 
t,alit& des restes sulfuriques. Notonx cependant que, tout> en &ant plus 
facile au point de vue pratique. la preniiere se fait dam un temps 8 fois 
plus court que la deirxibme qui dnre plusieurs mois. Une rn6thylation 
plus prolongbe n’augmente plus la teneur en -OC€I, au-dessus d’une 
valeur correspondant B 3 groiipes hvdrosyles lihres par pBrioiie. 
A 400 et 600, par contre, on n’arrire pas A une m6thylation totale: 

_ _ _ _  
l) H .  G .  Bray, J. E .  Gregory et M .  Stacey, Biochem. J. 38, 142 (1944). 

89 
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les gronpes -OH libres semblent diminuer, ce qui serait dQ probable- 
rnent & la scission :)lealine des groupes sulfur.icpes aYec forrimtion 
cl’anhydro-sucresl). I1 se produit en outre une lbqitre dPgradation in- 
diqude par une haisse de [ q ]  (dc 0,s & 0’46 pour le produit nikthyl6 & 

La mdthylation prolongPe 2i froid nous semhle @tre une nuithode 
de valeur pow la dPtermination de la constitution de polyssccharide8 
peu stables. 

Part ie  e xp brim en t ale. 
1 0  Solubilisution d u  cartilage. 

Des cartilages nasaux de 400 porcs sont soigneusement nettoybs, debamasses de tra- 
ces de graisses et durcis ensuite pendant 4 jours dans l’kthanol 9OYo2); le troisibme jour 
ils sont coupBs en petits rnorceaux. Puis, on les rape et  les broie finalement dans un broyeur 
A cylindres d’acier au de mm.: on obtient 4250 gr. d‘une poudre blanche, contenant 
82 i 83% d’humiditb. Elle est trituree dans un grand bbcher avec 3 1. de NaOH 2%, puis 
additionnee de 13 1. de NaOH 20/, (320 gr. NaOH en tout) e t  agitee doucement pendant 
48 h. & 50. On centrifuge 15 minutes3), triture les culots avec 5,3 1. XaOH 27, (106 gr. 
NaOH) et  laisse de nouveau reagir pendant 48 h. froid. On centrifuge, rejette les culots 
et neutralise par CIH conc. en ayant soin que la tempkrature ne dbpasse pas 5O. On obtient 
ainsi 21,5 1. d u n e  liqueur brun-clair visqueuse. 

Z0 Elimination des protdines. 
a) par prkcipitation h l’acide phospho-tungstique. 

17 1. de la liqueur neutraliske, contenant 604 gr. du produit initial sec, sont divises 
en portions de 800 em3. Chacune de ces portions est traitke L 50 par 18,6 om3 ClH conc. 
(37oj,) e t  30 om3 d‘une solution aqueuse saturhe d’acide phospho-tungstique, sous trbs 
forte agitation pendant 3 minutes. On centrifuge 5 min. et verse la liqueur Claire surna- 
geante ti travers un filtre L plis. Nous travaillons simultan4ment avec 4 filtres4) et rarne- 
nons immbdiatement aprks, au pH 7 par la soude caustique. Les solutions rhunies sont 
concentrbes h 3 1. dans le vide a 30O. On obtient ainsi une liqueur jaune-clair, trbs visqueuse 
qui ne presente plus les rbactions des protbines. 

b) au pH 7, d’aprds Sevags). 
2 I .  de la solntion neutralisbe, contenant 71 gr. du produit de depart sec, sont ad- 

ditionnia de 1,s 1. de chloroforme et  150 cm3 d’alcool amylique. On secoue 3 h. ti tempb- 
rature ordinaire e t  centrifuge 1 h. La couche aqueuse, Claire surnageante est immbdiate- 
ment siphonnee et les gels de prothines sont secoubs pendant 10 h. avec 2 1. d’eau. On centri- 
fuge de nouveau 1 h., sbpare la couche aqueuse, la concentre au vide & 200 cm3 et  I’ajoute 
au premier centrifugeat. 

On rbpbte les operations ci-dessus encore 23 fois. On prkipite la couche aqueuse 
par 2 fois son volume en kthanol, laisse dkposer 1 nuit & froid, siphonne la couche Claire 
surnageante, puis centrifuge 10 min. le dep6t. On lave les culots ?t 1’6thanol et ti l’bther par 
triturations suivies de centrifugations, e t  chasse l’excbs d’6ther sous vide. 

600). 

1) E.C.  T’. Percival et  T. H .  Soutar, SOC. 1940, 1475; R. B. Duff et E .  G. V .  Pereival, 

2, Le methanol donne des r4sultats non-satisfaisants. 
3, Toutes les centrifugations se font I 3 0 0 0  tours/min. 
4, Toutes les opkrations aux pH fortement acides doivent se faire le plus vite possible. 
6, M .  Sevag, Bioch. Z. 273, 419 (1934). F .  Btockkusen e t  K.  Bilbereisen, Bioch. Z .  

Soc. 1941, 830. 

287, 276 (1936). 
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I. Extraction. 
Schema de l’extraction de l’acide chondroi’tine-sulfurque. 

1) Solubilisation du 
cartilage 

2 )  Eliminalion des 
protkines 

3)  Elimination des 
sels mine’mux 
e t  
transformation en 
sel sodique 

Cartilages nasaux de porcs 

durcis 4 jours dans 1’6thanol 
puis broyks 

NaOH 2%, 48 h. A 5O 
(2 fois) 

I 
, 

rksidu 
rejet6 

liqueur 
I 

neutralisbe 

I 
- 1  

I -  

1 m6thode b 1 
I 

I 
I 

+ ClH+ ac. phos- 
pho-tungstique (5O) 

I 
I 

prkcipit6 (ttes 
les protkines) : 

rejet6 
liqueur 

I 
neutraliske 

I 
coneentree 

au vide 

I 
+ CHCl,+ alcool i 

amylique 10 : 1, secouer i 
I 

I I 
gels de 

prot6ines 
rejet6s 

liqueur 

fi 
I 

pr6cipit6 par 
1’6thanol 

I 
I I 

prkcipit6 liqueur 
red is so us aban- 

dans I’eau donnee 

I 
I 

I 

dialyse : 5 jours 
I 
I 

khange des ions Ca.. contre ions Ka. 
(8mberlite IR--100, charg6e de CINa) 

I 
I 

pr6cipit6 B I’kthanol 

chondroitine-sulfate de sodium 
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30 Elimination des sels minkraux et transformation en sel de Xa. 
Les solutions debarrassees des prot6ines sont dialgskes 3 jours contre l’eau pourante, 

puis 2 jours contre l’eau distill6e dans des sacs de cellophane ((Viskingn (de 8,5 cm. de dia- 
mktre) avec agitation interieure, jusqu’i Bliinination complete des ions chlore. 

On ajoute aux solutions aqueuses dialyskes, 2 .% 3 fois la quantit6 n6cessaire d’ilmber- 
lite IR--100 (3 gr. d’Amberlite pour 1 gr. de chondroftine-sulfate sec), chargbe prbalable- 
ment par 5 traitements successifs avec une solution de ClXa 3-n. et lavBe ensuitc A l’eau 
distillee jusqu’& disparition des ions Cl’. On fait le vide pendant 30 minutes sur la liqueur 
(6limination des bulles d’air qui diniinuent la surface de contact), agite mkariiquement 
pendant 50 minutes, filtre sur Buchner, lave ii I’eau et rGpete ces ophrations jusqu’8 
klimination complete des ions calcium. 

Pour isoler le produit, on pr6cipite la solution par 3 volumes d’ethanol a 9576, soiis 
forte agitation, en ajoutant 0,2 d 0,5 gr. de ClXa. Aprks repos de 3 6 h. a 5”, on siphonne 
la liqueur Claire surnageante et centrifuge le reste (10 min.). Les culots sont laves 2 fois i 
1’8thanol A 95% rt 2 fois c i  1’6ther. On chasse l’excks d’ether au vide, pulv6rise la substance 
et la shche 24 h. au vide sur silicagel. I1 importe de ne pas s6cher trop rapidement afin 
d’kvitcr la formation d’un produit extrgmement dur. 

Nous avons obtenu des produits parfaitenient blancs avec les rendements suivants: 

CHC1,- 
1 Acide phos- 1 dcide*) 1 

Produit trait6 par: pho-tungs- 1 
l picrique 1 ale. aniyl. I tique 

- _____________ ~~ - ~ -  ~ - -  ~ ~ - 

gr. de produit de depart sec . . 604 1 53 i $1 
gr. de produit final. . . . . . 1 249,5 ’ 13.2 1 1A,7 
Teneur en humiditd: “4 . . . 23,25 ’ 6,19 I 647 
Rendement: yo . . . . . . . I 31,6 1 23,4 1 22 
Duree de l’extr. en jours . . . , 18 1 43 ~ 86 

*) Produit d’extraction alcaline d6barrass6 de la majeure partie de ses protkines p r  
precipitation B l’acide picrique (p, 4,2), et du reste selon Sevagl). 

B nu1 yses. 
Tous les produits ont 6tC s6ch6s a poids constant (60 h.) B 78O au vide poussb stir 

P,O,. Ainsi que le montre le tableau ci-dessous, il restc encore une certaine quaiitit6 d’eau. 

1 Valeurs th6oriques Valeurs trouvees en 94 
1 le uroduit avant B t G  trait6 aar uour 

Carbone (V) . . 1 33,4 ’ 30,7 1 31,l I 31,l I 33,G 
Hydrogtne ( W )  . 1 3,78 ~ 4,37 , 4,3 I 5,3 570 

8.8 8,9 
Soufre ( W )  . . . 1 6,37 , 5,87 8,4 6 2  8,9 I 529 6,l 
Sodium ( W )  . . 1 9,16 , 

Azote (Kjeldahl) . 1 2,78 2 3 6  1 2,7 I 2,6 ’ 2,s  

-OCHS2) . . . . 0,0 1 0,0 I 0,0 I 0,0 I 0.0 
Cendres S04Na, . I 28,25 26,O I 26,2 25,s I 25,O 

N-Acktyle (8) . . 8,55 7 3 5  8,4 I 8.3 8.1 

1) Cf. M .  Odier, thiise no 1093, Cniversitb de Gentve, p. 17 (1946). 
2, F .  Viebock et A .  Schwappach, B. 63, 2818, 3207 (1930). 
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Lee analyses marqu6es ( W )  ont bte  effectubes au Laboratoire de micro-analyses 

Celles marquees (S) ont 6t6 effectubes dans notre Laboratoire par D. Schwartz; 
F .  Weiser, A Bale. 

d'aprds une modification de la m6thode de Bredereckl). 

- _  -___ ~ 

Concentration = 1% . . . 0,81 1 0,87 1 0,84 1 0,50 
Concentration = 2yo . . . 1 0,56 0,84 0,80 0 4 8  I 
Concentration = 4O/, . . . ! 0,81 1 0,92 , 0,87 1 0,65 

Dosage du pouvoir re'ducteur selon Linderstr#m-Lang-Holter2). 
Lea produits ont 6t6 reprbcipitbs par le mkthanol. 

I ' ac. phospho- j acide , CHC1,- I tungstique , picrique alc.amyI. 
Produit trait6 par: 

Nombre de em3 I0,04-n. . I 1,04 I 1,Ol 2,92 
Prise : mgr. . . . . . . . ~ 593,4 1 600,O 6;:: ~ 1000 
Degr6 de polym6risation . ' 114 ' 118 ! 131 70 
Poids mol6culaire moyen . l 28.600 29.700 32.900 j 17.200 - 

*) Produit pr6par6 selon Furth et  Bruno3). 

iMesures de viscosife' (t = 25O, viscosimktre d'0stwuld). 

ac. phospho- acide I CHC1,- i *) I Produit trait4 par: I tungstique I picrique ; alc.amy1. 

I 1 LA 
*) Produit pr6pare selon Fiirth et Bruno3). 

Mcsures polarime'tripues (polarimhtre de Lippich). 

Produit trait6 par: 
___. 

[aJ$ (H,O) . . . . . . 

I 
I 

11. Mithylatiom. 
lo Me'thylutions a ZOO, 40" et 60°: On opbre sur 3 parties, en reglant la temperature 

avec nn bain-marie A +0,5O, selon la mbthode suivante: 
On dissout 10 gr. du sel sodique de l'acide chondro'itine-sulfurique (correspondant 

ti 7,67 gr. de produit sec) dans 200 cm3 NaOH 1"h. On mt%hyle, sous forte agitation m6- 
canique, dans un courant d'hydrogbne, en ajoutant XaOH 30% qui a 6th bouillie pr6alable- 
ment, puis refroidie, dans un courant d'hydrogkne (pour I'appareil, cf. K.-H. Meyer,  
Wertheim et  Bernjeld4)). On ajoute simultanement, goutte a goutte, 50 om3 ds S04(CH,), 
(6,5 fois la quantit6 theoriquement necessaire pour permbthyler), en portions ds  5 cmj 
par h., e t  f54 em3 NaOH 30% en portions de 6,4 cm3/h. On contrble r6guliGremznt le pH 
qui doit rester au-dessus de 12 (indicateur: jaune d'alizarine R). On agite encore une heure 
aprbs la dernikre adjonction de l'agent methylant. 

l) H. Bredereck, Z. angew. Ch. 45, 241 (1932). 
2, K .  Linderstrum-Lung et  H .  Holter, Ann. Chim. anal. 39, 116 (1934). 
3, 0. Fiirth et  T .  Bruno, Bioch. Z .  294, 158 (1937). 
4, Helv. 23, 869 (1940). 
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Les solutions, parfaitement claires, sont ensuite prkcipitees sous forte agitation mi.- 
canique par 2,5 & 3 volumes d’kthanol B 95%. Apr& repos de 12 h. B. froid, on siphonne 
la couche Claire surnageante et centrifuge le precipite 20 25 minutes. Les culots sont ensuitc 
tritur6s plusieurs fois & l’kthanol et B. l’ether sur la centrifugeuse. Enfin, l’exc8s d’6ther est 
chassk au vide. 

On triture ensuite les d o t s  avec 200 cm3 NaOH lye, pr6lkve une prise aliquote de 
20 (31113 sup la solution Claire e t  recommence 5 fois la nikthylation sur le reste, comme ci- 
dessus. 

Tableau 2. 
Methylations B 200, 40O et 60O. (Les valeurs donnkes pour chaque ktape s’entendent B partir 

du debut de la methylation.) -- I 

Etape de methylation 
~ _ _ _ _ ~ ~  
~ __________ 

cm3 tot. de S0,(CH,)2 ajoutes . . . . 
cm3 tot.deNaOH 30% ajout6s . . 
Pu’ombre de fois la quantite thborique 

SO,(CH,), . . . . . . . . . . 
Dur6e totaleen h. . . . . . . . . 

Purification de la prise aliquote: Pour Bliminer les ions sulfuriques, la prise aliquote 
est dialysAe, sous agitation mkcanique, dans un sac de cellophane ((Visking )) (diarnktre: 
2.2 cm.), contre l’eau distillee frkquemment renouvelcie, pendant 5 jours. On a soin de con- 
tr6ler le pH et de le tenir toujours au-dessus de 8 en ajoutant quelques gouttes de NaOH 
30%. 

Aprks elimination des ions sulfuriques, on concentre les dialysats au vide It un volume 
de 20 cm3, et, aprhs filtration, on prkcipite le produit sous forte agitation avec 100 cmJ 
d’6thanol95%, en ajoutant cnviron 0,l gr. de ClNa. Cette prkcipitation, souvent trhs d6li- 
cate, peut &re facilitke par agitation prolongke, et, civentucllement, par une nouvelle 
addition de 0,l gr. ClNa et 50 em3 d’kthanol95%. 

Le produit est is016 comme ci-dcssus, puis sechk une nuit au vide sur silicagel. 

la 20 30 40 50 60 heur;f 

Fig. 4. 
Wthylations, B 20°, 40° et 60°, du chondroytine-sulfate de sodium. 

Pious avons obtenu, avec un rendement variant de 70 B 8076 par &tape de m6thyla- 
tion, des poudres parfaitement blanches dont les teneurs en -OCH, par rapport aux 
produits sees sont donnees dam la figure 4. 
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Les teneurs en soufre des produits finals sont de 5,27%, 5,05% et  4,83%, suivant 
que la mkthylation a k t k  effectuke it 20°, 40° ou 60° ; les viscositks limites [q] sont de 0,74, 
0,57 et  0,46 respectivement. 

Nous avons repris la mkthylation it 200 sur 40 gr. de sel de sodium de l'acide chon- 
droitine-sulfurique (35,74 gr. de produit sec), e t  obtenu, apres 5 6tapes (55 h.), 25,4 gr. 
d'une poudre fine parfaitement blanche, contenant 11,22% d'eau, 17,42% de -OCH, 
e t  5,19$//, de S. Le rendement est de 58% du rendement theorique e t  le degrh de polymhri- 
sation de 104. 

2O Me'thylation a 5O: On dissout 10 gr. du sel sodique de l'acide chondroitine-siil- 
furique (correspondant b 7,67 gr. de substance skche) dans 200 om3 NaOH 1% dans un 
flacon de 1 1. E n  secouant mkcaniquement ti une temperature de 5", on ajoute, en 40 fois, 
50 cm3 de sulfate de mkthyle avec 64 cm3 de NaOH 30:/,, soit 6,5 fois la quantite th6o- 
rique nkcessaire pour permbthyler le produit, en admettant pour ce dernier 3 groupes 
-OH libres par pkriode. Les adjonctions d'agent mkthylant se font toutes les 2 heures. 
Le pH est ainsi gardk au-dessus de 12, ce qui est vkrifii. avant chaque nouvelle adjonction 
de l'agent mkthylant (indicateur : jaune d'alizarine R). 

Le produit est prkcipitk, puis redissous, une prise aliquote ktant prk1evi.e e t  purifiee 
exactement comme lors des methylations it 20°, 40° et  60°. 

Nous avons rkpktk encore 5 fois la methylation en prockdant comme ci-dessus (cf. 
tableau 2, p. 1414), sauf en ce qui concerne les durkes totales d'opkrations qui ont k tk  de 
80, 152, 216, 328,424 et 504 h. 

Ainsi, nous avons obtenu, avec des rendements variant entre 70% et  80% par &ape 
de mkthylation, des poudres parfaitement blanches dont les teneurs en -OCH, ktaient les 
suivantes : 

heures 80 152 216 328 424 504 
7; -OCH3 10,35 13,48 16,02 17,02 17,34 17$0 

D'aprBs les rbsultats de nos titrages de pouvoir rkducteuy selon Linderstrmm-Lung 
et  Hotter1), nous trouvons un degrk moyen de polymerisation de 111 pour le produit per- 
mkthylk. 

Nous avons en outre soumis 30 gr. du sel sodique de l'acide chondro~tine-sulfurique 
b cette mkthylation it 5O et  obtenu, aprks 3 &tapes, 23 gr. d'une poudre blanche contenant 
7,04% d'eau et  16,3% de -OCH, par rapport b la substance &he. Le rendement 6tait 
de 78,876 par rapport au rendement thkorique. 

111. Hydrolyses. 

10 Hydrolyse acide du produit nutif a 37O: 

On opere sur 3 parties selon la mkthode suivante: 10,87 gr. du sel sodique de I'acide 
chondroitine-sulfurique (=  10,06 gr. de produit sec) sont dissous dans 500 om3 SO,H, n., 
resp. 2,5-n. e t  5-n., e t  laisses au thermostat b 37O. Nous avons suivi l'hydrolyse des liaisons 
glucosidiques en fonction du temps en titrant les pouvoirs rkducteurs selon la mPthode de 
Willstutter et  Schudelz) modifike par Linderstrmm-Lang et  Holterl): au bout du temps d.4- 
termink, on prkleve une prise aliquote, la neutralise goutte it goutte par NaOH 3076 
(indicateur : phknolphtalkine), sous forte agitation et avec refroidissement extkrieur. On 
tamponne au pH 10,6 (15 cm3 tampon de carbonate e t  hydrogknocarbonate de N a  m:m), 
ajoute 25 em3 d'une solution d'iode 0,04-n., laisse 1 h. iL l'obscurit6 et titre, apr& acidula- 
tion b SO,Hz, l'exces d'iode au thiosulfate 0,04-n. A la fin de l'hydrolyse, les solutions 
ktaient brun-clair avec un petit d6pBt brun-rouge. 

1) K.  Linderstr~lm-Lung et  H.  Holter, Ann. chim. anal. 39, 116 (1934). 
,) R. Willsttitter et G. Schudol, B. 51, 780 (1918). 
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La figure 5 montre la dkgradation en fonction du temps. 

Hydrolyse du 
Fig. 5. 

prodnit natif, B l'acide sulfurique n. (....*-), 2,5-n. [- - -) et  5-n. ( 

20 Hydrolyse w i d e  du produit PermkthylC, a 20° et 37O. 
5 gr. du eel sodique de I'acide chondroItine-sulfurique permbthyle & 5 O  ( s  4,407 gr. 

20O et & 37" respective- see) sent! triturbs avec 250 01113 CIH 5-n. et laissbs ail thermostat 
ment. On ophe comme pour lo. 

La figure 6 nlontre la degradation en fonction du temps. 

40 \\+\, 

Pig. 6. 
Hydrolyses acides, ii 20" (- - -) et  ii 37O (-), du chondroi'tine-sulfate de sodium 

permethyl&. 

3O Etude de la scission des groupes sulfuriques'). 
518,2 mgr. du sel sodique de l'acide chondroitine-sulfurique (=  486 mgr. de produit 

sec) sont dissous dans 100 om3 CIH 5-n. e t  laissks au thermostat A 37O. Nous avons suivi 
la scission des groupes sulfuriques par dosage des ions SO: libbrbs au moyen de CI,Ba 
(indicat,eur: rhodizonate de K2)):  
_____ 

l) J .  F .  Alicino, Analytical Chem. 20, 85 (1948). 
a )  Produit Ea,stman Kodak Co., Rochester. 
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Au bout du temps determine, on prklbve une prise aliquote de 10 cm3, la neutralise 
par NH, gazeux jusqu’8 couleur rose de la ph6noiphtaKne, e t  ajoute 1 volume d‘bthanol 
95%. Puis on ajoute de 0,8 B 1 mgr. de rhodizonate de K, dissons dans 1 cm3 d’eau. On 
titre dans un courant d‘azote, sous forte agitation, au moyen de C1,Ba 0,04-n., goutte B 
goutte, jusqu’au virage de la solution au rose. 

La figure 3, page 1409, montre le pourcentage des groupes sulfuriques scindks en 
comparaison de celui des liaisons glucosidiques scindees. 

Scission totale das groupes sulfuriques ic c h u d .  72,2 mgr. de sel sodique de I’acide 
chondroitine-sulfurique (= 55,4 mgr. de produit sec) sont dissous dans 50 cm3 ClHn. et 
chauffks B reflux pendant 2 h. Aprbs refroidissement., la solution Claire e t  incolore est 
neutralisee par un courant d’ammoniac et  titree comme decrit ci-dessus. 55,4 mgr. con- 
somment 5,45 cm3 CI,Ba 0,04-n. La teneur en soufre est de 6,396. La scission des 
groupes sulfuriques dans ces condit,ions est done complkte. 

4 O  Me‘thnolyse de l’acide chondroitine-sulfurique perme‘th yle‘. 
2,194 gr. de chondroitine-sulfate de sodium permethyl6 B 20° (= 1,95 gr. en produit 

sec) sont skches, b poids constant, pendant 60 h. B 78O sur P,O,, au vide pouss6.Onajout,e 
100 em5 de methanol absolu contenant 7,3% CIH gazeux et  chauffe B reflux (le produit 
se dissout rapidement). Aprks 44 h. le pouvoir rotatoire est devenu constant: 

= + 0,038O. La solution finale est parfaitement Claire. 

IV. Oxydations ic l’ueide periodiquel). 
Toutes 1es oxydations ont Bt6 effectukes selon la m6thode suivante : 
La prise (60 B 100 mgr. pour les produits hydrolysks ou mkthanolyses e t  environ 3 gr. 

pour les produits non-hydrolysks ou partiellement hydrolysb) est dissoute dans un peu 
d’eau (les produits d6jB en solution ont toujours Bt6 neutralids prkalablement), puis 
additionnee de 15 em3 d’un tampon d’acetate 2-m. de pH 4,7 et  de 100 cm3 d’une solution 
de I0,Na m./80. On dilue B 250 em3 avec de l’eau et abandonne L 20°. 

Au temps determink, on prklbve une prise aliquote de 20 em3 et  titre en milieu acide, 
en presence d’un ex(& de IK, au t,hiosulfate de sodium 0,l-n.; 20cm3 de thiosulfate 
0,l-n. correspondent ;i 20 cm3 d’acide periodique m./80. 

1 0  Oxydation du chondroi;tine-sulf~te de sodium nutif. 3,059 gr. de sel de sodium de 
l’acide chondroItine-sulfurique nat,if sec (P. M. 27.000) sont ainsi oxydi-s. La figure 7, page 
1418, montre la consommation en I0,H. 

2O Oxydation du chondroitine-sulfate de sodium partiellement hydrolyse’. 1,084 gr. de 
sel de sodium de l’acide chondroltine-siilfurique natif see sont hydrolyshs EL 37O par 100 cm3 
CIH 5-n. pendant 3 h. On neutralise et oxyde comme ci-dessus. 

1 Avant hydrolyse i Aprits hydrolyse 
~~ I 

Degrk de 26,5 
Teneur en soufre: ”/, 6,21 1 

Remarque: Le fait que la rkaction continue lentement aprbs une consommation ra- 
pide de 4 molkcules de IO,H serait dh probablement ii I’instabilit6 des restes propane-dial- 
1,3-01-2 formks B partir de groupes terminaux rhducteurs d‘acide glucuronique. 

,CHO 

\CHO 
R-0 -CH R = reste de la chaine du polysaccharide. 

l) E. L. Jackson, Organic Reactions, II, 341 (1946). 
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Par hydrolyse lente, ces glucosides seraient transform& en propane-dial-l,3-01-2 
d'une part e t  en un reste terminal rkducteur d'amino-sucre d'autre part. L'un et l'autre de 
ces produits pourraient rBagir ti  leur tour avec l'acide periodique. Des observations sembla- 
bles ont 6th faites lors dc l'oxydation du maltose1) e t  de polyuronides2). 

La figure 7 montre la consommation en IO,H. 

7.. de polysaccharide 

8 16 24 32 40 48 heues 

Fig. I .  
Oxydation du produit natif (- - -) et  du produit de son hydrolyse partielle (- -- ). 

30 Oxydation du sel de sodium de l'acide chondroitine-sulfurique permkthylk et hydrolysd 
iC reflux auec ClH 5-n. pendant 24 h. 3 cm3 du melange d'hydrolyse obtenu a partir de 
57,7 mgr. dc produit de dhpart, sont oxydhs comme ei-dessus. La figure 8 montre la eon- 
mmmation en I0,H. 

En libbrant par la soude caustique l'ammoniac formi: lors de l'oxydation, p i s  l'en- 
trainant par la vapeur d'eau et le recevant dans C1H 0,01-n., nous avons trouvi. un rende- 
ment en NH, de 10374 par rapport A l'azote du produit. 

8 16 2b 32 40 48 heurea 

Fig. 8. 
Oxydation des produits d'hydrolyse (4-) et  de m6thanolyse (- -3- -) du chon- 

droltine-sulfate de sodium permBthyM. 

l) P .  Rafhgeb, thi.se, Universith de GenBve (1948). 
2, B. W .  Lezu et R. A .  Gortner, Arch. Biochem. I ,  325 (1943); P .  A .  Leuene e t  

L. G .  Kreider, J .  Biol. Chem. 120, 59 (1937). 
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4O Oxydation du chondroitine-sulfate de sodium perme'thyld et hydrolyse' & 370 aeec 
ClH 5-n. pendant 82 jours. L'oxydation B IO,H effectu6e sur le m6lange obtenu par hydro- 
lyse B 370 a donn6 des r6sultats analogues & ceux de 3" (consommation de 3 inol6cules de 
IO,H par p6riode et  transformation de 94 k 107% de l'azote en NH,). 

50 Oxydation du chondro!itime-aulfate de mclium perme'thyld et mdthanolyse'. 5 cm3 tor:- 

tenant 97,4 mgr. du melange de m6thanolyse sont oxyd6s comme ci-dessus. La figure 8 
montre la consommation en IO,H. Nous avons trouv6 que les 89% de l'azote avaient 6t6 
transformits en NH,. 

6O De'termination des groupes alcooliques primaires libres. Nous avons travail16 selon 
la modification de JeanZozl) de la m6thode de Criegeez) : 

Nous avons oxydk A l'acide periodique, au pE tamponn6 de 7,5, une solution des pro- 
duits d'hydrolyse de 20,5 mgr. de chondroltine-sulfate de sodium permBthyl6 - (hydro- 
lyse de 82 jours B ClH 5-n.). Apres adjonction du dim6don, nous avons obtenu un pr6ci- 
pit6 qui a 6t6 isol6: 9,43 mgr. Son F. 6tait de 188O (F. th6orique du formaldbhyde-dimkdon: 
188-190O). Rendement: 86% de la quantitk pr6vue en admettant 1 groupe -CH,OH 
Iibre par p6riode. 

RI~suMI~.  
L'acide chondro'itine-sulfurique est form6 de chaines non-rami- 

fikes, conipos6es chacune d'environ 60 periodes de la constitution 
suivante : 

I 1 
H NH. H OH 

I c=o 
I 

CH3 

Les inkthodes klabor6es peuvent servir h, la d6terminattion de 
constitution de polysaccharides serrlblables. 

Laboratoire de Chinlie inarganique et 
organique de I'UniversitB, Genhve. 

1) R. Jeanloz, Helv. 27, 1509 (1944). 
2, R. Criegee, A. 495, 211 (1932). 




