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NOTES

CAROM . 5405

Identification des sucres contenus dans un extrait vegetal et evaluation de
leurs teneurs individuelles par chromatographie et photodensitometrie

Depuis le cel6bre travail de PARTRIDGE', la separation et l'identification des
sucres par chromatographie a regu une amelioration grace a la chromatographie en
couche mince .

Les supports suivants ont ete utilises : polyamide2, gel de silice 3-5 , polycarbon-
ate°, cellulose7-D . La poudre de cellulose a permis la meilleure separation des sucres
de nos extraits.

Pour 1'evaluation quantitative, la photodensitometrie employee depths x950
(bibl. xo, ix) et tout recemment par Dr 5Trr•ANIS ET PONTi.3 nous a paru titre le
procede le plus commode .

Separation chromatograghique
Mode ofteratoire
Il est voisin de celui de notre precedent travailY 2 et n'en differe que par les

points suivants .
Developpement. On utilise la phase superieure de melange butanol-acide ace-

tique-eau (4 : x : 5) prepare depuis plus de trois semaines et moins de trois mois .
Afin d'avoir un etalement suffisant des Rr •, on precede a une deuxieme migration
clans le memo sens apres avoir laisse seeher la plaque horizontale toute la nuit .

Revelation . Le compose forme par l'acide tartrique et l'aniline a un coefficient
d'extinction moleculaire superieur a celui forme avec les autres acides organiques,
y compris l'acide phtalique ou l'acide phosphorique . Le revelateur retenu pour les
aldoses est le melange : acide tartrique (x .50 g)-aniline (0 .93 ml)-butanol sature d'eau
(x00 .00 ml) .

On chauffe pendant xo min a xoo° ; les aldoses donnent des taches marron .
Pour les autres sucres, nous avons retenu le melange : aldehyde anisique (5 ml)

melange extemporanement a : alcool ethylique (go ml)-acide sulfurique d = 1 .8
(5 ml)-acide acetique (x ml) .

Par chauffage a xoo°, pendant 4 min environ, on obtient des taches roses . L'evo-
lution de la coloration est observee a travers un hublot . L'homogeneite du fond est
amelioree par rotation constante de la plaque a l'interieur de 1'etuve (Fig. r) .

Les resultats sont reproduits sur la Fig . 2,
Les Rr des differents sucres etudies et lour Rp' (apr6s double migration) sont

groupes dans le Tableau I . (Le solvant de migration utilise etait prepare depuis deux
mois .)

Discussion
L'age du solvant a une incidence importante sur la nettete de la separation

et sur la valeur des Rr. Les developpements realises avec un solvant prepare depuis
moins de trois semaines, presentent des trainees ; aver un solvant de plus de trois
mois it y a diminution des Rp.

Les Rr de sucres autres que ceux contenus clans nos extraits sont groupes
dans le Tableau II .

Ces sucres n'interfCCrent ni avec les precedents ni entre eux .
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Fig, i . Vue do 1'etuve avcc hublot et dispositif permettant In rotation de la plaque .

Fig . 2 . (a) Autoracliographic cic chromatogranvnc cle sucres marquds par incorporation de "CO . .
(b ct d) extrait de feuille (I%-ills vinifera) . (c ct c) solution tdmoin . (b et c) revelation tartrate
d'anilinc. (d et c) revelation aldehycle anisiq,ue . 1t = raffinose, M.. = maltose, S = saccharose,
G = glucose, F = fructose, Ri = ribose .

TABLEAU F
VALEUR COAIPARAE DES Rp EN SIMPLE ET I)N DOUBLE MIGRATION
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Evaluation. pleolocdciisrtontetr'igue
Mode ofieratoirc . Les mesures sont effectuces clans los memos conditions quo

dans notre precedent travai1 12 .
L'alternance des RI., des aldoses et des autres sucres perniet en employant les

deux revelateurs sur deux plaques distinctes portant un memo echantillon, d'aug-
nientor 1'intervalle entre deux taches successives ; ainsi le scripteur du pliotodensito-
metre peut regagner la ligne de base entre deux taches .

Un filtre WVratten 4713 est place entre la plaque cllromatographique et la cellule

.1 . Chrowafngr ., 59 ( 1 97 0 472-475

RI.. RI,"

RafiInose 0 .1 .4 0 .26
Maltose O ._2 0 .39
Saccharose 0.29 0 .4S
Glucose 0.33 0 . 55
Fructose 0-37 o . Go
Ribose 0.43 o .68
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quand le tartrate d'aniline est employe comme revelateur ;
pour les plaques revelees par 1'aldehyde anisique .

TABLEAU II
12r DE SUCRES ABSENTS DE NOS EXTRAITS VEGI%TAUx ET Rr OBTENU EN DOUBLE MIGRATION
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La surface des pies est determinee par totalisation des "tops" inscrits par le
photodensitometre. Cependant si la teinte de fond de la couche mince n'est pas
homogene, it faut determiner la surface des pies par pesee apros decoupage .

Resultats et discussion . La Fig. 3 montre la relation existant entre la quantite
de sucre deposee et la surface du pie enregistre .
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Fig. 3. Relation entre la surface d'un pic (determinee par pesee exprimee en mg), et la quantite de
sucre deposee exprimee en micromoldcule gramme dose . Ri = Ribose, G = Glucose . Revelation
par tartare d'aniline, R = Raflinose, S = Saccharose, F = Fructose . Revelation par alclehyde
anisique .

Les depots doivent etre compris entre 0.25 et 0.75 ,umole dose . On determine
ensuite la valeur exacte de la quantite deposee par ajustement avec la courbe etalon
au moyen. d'un abaque .

La precision des resultats est de l'ordre de ±8 % . Comme dans toute micro-
methode, cette precision peut etre grandement alterde par l'intervention subite d'une
cause qui echappe au manipulateur (perte d'une partie de l'echantillon, irregularite
dans la revelation) . Aussi est-il prudent de traiter chaque echantillon au moins deux
fois sur des plaques differentes qui subiront separement les diverses manipulations
de la technique, soit quatre plaques par echantillon .
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on n'utilise aucun filtre
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Stachyose 0.05 0.07
Lactose o.16 0.30
Melibiose 0.24 0.42
Galactose 0.31 0.52
Mannose 0 .35 0.58
Arabinose 0 .36 0.59
Xylose 0.40 o.65
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Les taches obtenues avec le tartrate d'aniline sont d'un contraste optimum
2o h apres la revelation . Deux a trois jours apres le contraste diminue du fait de
l'apparition d'une teinte de fond .

Les taches obtenues avec l'aldehyde anisique ont leur contraste optimum 3
a 5 h apres la revelation . Elles s'estompent ensuite lentement .

Du fait de la presence de temoins ces evolutions de coloration ne portent pas
atteinte a la precision de la rnethode .

Conclusion
La technique chromatographique proposee permet d'obtenir, a partir d'un

extrait vegetal, la separation selon des taches nettes des six sucres les plus courants
de la biochimie vegetale : ribose, fructose, glucose, saccharose, maltose, raffinose .
Six autres sucres que nous n'avons pas rencontres dans nos extraits peuvent egalement
titre identifies sans interferer .

En revelant separement les aldoses d'une part et les autres sucres d'autre part,
on peut effectuer une evaluation photodensitometrique des teneurs individuelles
avec une precision deja acceptable .
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