
SePARz4TION DES ALDOSES ET DES POLYSACCHARDES PAR CHRO- 
MfNCE DE CELLULOSE ET KOr;VEAU 
PER-;METTA16T LEUR Rl?Vl?LATLON SEX- 

An easy and rapid method for the separation of mono- and polysaccharides 
by cellulose thin-layer chromatography is described. 4 sensitive. difkentiated and 
simultaneous detection of these carbohydrates is realized. 

L’identifkztion des sucres par chromztographie sur papier et en couche mince 
a CtC r@Ze depuis loo@emps. fE faut cependant rzconndtre que si Ia chromato_mzphie 
sur papier reste uue m&bode 5 !aqueHe OR a souveot recours, et les travaux de 
MontreuiE’ sent une refkrense en !a mat&e, son usage ne permet de &parer qu’ur: 
nombre limit& de sucres B Ia fois, les temps &Cfuiion sent extremement longs (8-24 h) 
et les spots pzrfois difFtciIement interpr&zbfes. 

En revtmchet tes techniques de cbromzto~aphie err couche mince, avec UII 
mat&id peu encombrant, four&sent des r&ultats rzpides et &rent des possibilitis 
a~,a1y%ques ~rt%es. Or !a plupart des trzvaux pu!bii& conceruent Ia siparation d’un 
nombre limit6 de sucresid, exception faite des travaux de IMezzetti et al..’ et de 
Ghebregiabhier ef al.‘, qui montrent wet 610quencet Ies rCsuItats que I’on peut 
obti par lz chromatogrzphie bidimensionnelIe en cuuche mince sur des supports 
u;tri&. Ceperidani les ionditions de rklisatiorr des techniques utilis&s exigent we 
dextCritC peu compatibie avec des trzvaux de routine. Rkemmeot Hansen9 a r&&s&, 
12 separation de mono-, di- et trisaccharides par chromztographie sur couch= mince 
de silica &. 

Lz mCthode qrre 11c.rzs praposons &tit ia rapid&f& Iz sktipliciti et f’ef&&zk, 
piuisque nous pzrvenons ~3 repzrer de faGon sat&f&ante les principaux zldoses et 
poiysmcharides par me se&e et mtme technique. En eW, nous utifisons fa chroma- 



togap_bie mancdimensionueIle en couche mime de ceJMose, ei la r&%&ion &s 
SUCLXS est assnrie par un r&tctif origiinal de&16 5 d&ecter simukmt5ment et de fawn 
difEZrenci& fes po~ysacchrides et les mowses. fit&C dam des conditions bien pri- 
ekes, ce r&&f s’avtke particu~ikement Sensible. Les rtktions co!orkes sent visibfes 
5 psrtir de concentrations de f’ordre du pg. 

Nous r&lisons r’iden*&tation des aldoses et des poIysaccharides stivants: 

Aldohexoses : D-gafactose, D-ghcase et D-mannose 

Afdo_pentoses : D-arzbinoSe, D-XykISe eE D-r&use 
AldomittyEpentoses: o-&case et L-rtzulznose 

DisaccEitides: maltose, lacrose et sacchzrose 
Trisacchtide : ~afikose 
T&msacchstide: ~tzxhyose 

I5 g de ceilurose 3oft MN de Macherey, Nage! et Cie. (DBren, AEemagne 
fkddrzle) sent mis en suspension dai;s 100 ml d&u. La suspension est agiit6e mCc2- 
niqxement pendant I5 min. p&s ripartie SW quatre plaques de vem 20 x 20 cm. Les 
plaques sont sktr&S B tempkraiture drr laboratoire pendant une nuit et ne nkessitent 
pes d’&e act&&~ avant wage. De plus, ces couches de celfuIose Se conservent de 
~lombrewzs Semaines, porn-vu qu’elles soient mises B I’abti des soui&xes. 

1 mg par ml dans 

dhkrppements se 

Tous les &act& que t’on empEoie &I-~-- krrafement pour r&CIer tes sucre~ q&s 
chromatographie star papier, peuvent he ufiIis6s pour dhcter ces derniers apr&s 
c*momstogrzphie SW coucHe mince de ~&lulose. 
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Citons Ie r&&if trb sensible ma& peu s@cif!que au nitrate d’argent de 
Trevelyan ef al. lo En &et, il est positif avec toutes tes substances rCductrices. _ 

Les reactifs B fa p-anisidine, B ia benzidlne ou B fa diph&yIamine sent tr& 
couz-amtient utilistk. Cependant, few emploi ne now parait pas satisfaisant. En e!Zet, 
tous fes oses donnent Ia meme coforation et Ieur sensitibite n’est pas extraordinaire. 
D’autre part, it faut signaler l’emploi peu indiquC de ces reactifs, Ctant don& Ie ~rac- 
tbre can&rig&e de fa benzidine et de Ia diphkylamine. 

Les dif%ents riactifs aux seIs d’aniline, tous k&ement czn&d&~es, ont aussi 

C’S expirfment& @h&ate, citrate, ox&ate et phosphate). Le ptus sensible est le r&&f 
au phosphate d’aciline de Hough et G[.~~, modi% par Frahn et MillsX2. ies colorations 
obtenues sont relativement bien difkencikes, mais subissent une dkoloration asset 
rapide. 

Citons enfin I’acide p-aminohippurique, utiIis6 pour Ia premiere fois par 
SattIer” comme rktif de r&I&ion des monoses reducteurs, des disaccharides rCduc- 
teurs tels le maltose et Ie Iactose et des polysaccharides non rgducteurs facilement 
hydrolysts, iek le saccharose et Ie rafkose, aprk feur chromatographie SUP papier. 
&pendant, dans les conditions de rkv6fation propos&s par f’autenr, les oses se r& 
vt?Ient de fawn peu contrast&e. 

Appfiqu6 B fa couche mince de cellulose, ce riactif s‘avke trks sensible et 
foumit des colorations stables, diffkentes pour chaque groupe d’aldoses, B condition 
toutefois de ne pas exposer les chromatogrammes 2 une tempkature supCrieure B 90”. 

D’autre part, des reactions plus sensibles ont CtC obtenues en utikant l’acide 

p-aminohippurique en milieu acide phosphorique pkt6t qu’en presence d’acide 
phtalique prCconis6 par Sattfer. 

R&acrifI. Hous proposons quant h nous, Ia formule suivante pour le riactif I: 
acide p-aminohippurique (BDH, Poole, Grande-Bretagne)-acide phosphorique- 
ethanol B SO” (0.3 g9.5 ml:100 ml). 

Ap& avoir s&zh~ Ies chromatogrammes B Ia temperature du Iaboratoire, iIs 
sont imprig& par pufvk-isation avec 15 ml du r&&f I et maintenus 20 min dans we 
&we 2 80”. 

Dans ces conditions, Ies di%rents groupes d’aldoses foumissent des teintes 
vives, stables et dif&enciCes. Les afdohexoses apparaissent en jaune avec Euorescence 
jaune en !umiire ultraviolette 2 350 nm, et !es afdopentoses en rouge avec fluorescence 
rouge en tur&re ulrraviotette. I.es aidom&hylpentoses se colorent en jaune comme 
tes aldohexoses, mais Ieur fluorescence en ultraviolet 8 350 nm est jaune acre. Les 
disacchatides app2rzissent en jaune 2vec fluorescence jaune en lumiire ultraviolette 

5 350 nm, cumme fes aldohexoses. La rCv&tion des tri- et tetrasaccharides es% bbtenue 
en portzmt les chromato_ffammes 30 min & 100”. Cependant, B cette tempk2ture, I2 

diErenciation des aldoses par leur r&&ion coEorCe est compromise. 
D’autre part, lors de Y&de des limites de sensibiIit6 de ce reactif I avec Ies 

dif&ents oses, on constate que si ce reactif r&Ye des quantitCs d’aIdoses inferieures 

au pg, il est moins sensible pour Ies polysaccharides, surtout pow les tri- et tetra- 
saccharides fvoir fe Tableau If). 

Le r&ctif de Percheron”, B base d’acide thiobarbiturique et d’acide phospho- 
rique, d&eccte la pIupart d’entre eux EE r&Ye de faGon spicifique, uniquement Ies 

&tohexoses et Ies pofysaccharides contenant du fructose. Percheron a Cgaiement 

d&monk6 qu’il s’agissait d’une &action Furfurafique sensible uniquement avec les 
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cdtoses dans les conditions qrr’il propose. De plus, Drozdz15 a dkji signafC UILI pro&de 
de diffiirenciation drr xylose et de f’arabinose par un r&-H & I’aclde t&obarbiturique 
en mifieu acide ac&ique. 

flPacr~~f1. Nous avons quant B nowI rkalisk un r&a&if @actif II> de grande 
sensibilite en incorporant au kactif I (2 i’acide p-aminohipprrrique) de l’acide thio- 
barbit-wique. La composition fin& dn nouveau r&etif a C-SC? aff&ke aux proportions 
suiuantes: acide p-aminohippurique @Dl3)-acide thiobarbituriqoe (FIuka, &I&S, 
Stisse)-acide phosphorique-&hanot 2 65” (O.15 g:O.ZS g:I ml:tOO ml). 

Les chromatoplaques sCchCs 5 la temperature du Iaboratoire, puis impr&&s 
par pulv&isation avec IS mE de ce dernier mtlange, doivent &jom-ner 20 min dans 
use &we 2 E IO”. 

Fig. 1. Cbromatogmpbie sur couche mince de ceIMose des zldoses et poIysaccharides_ SoIvarrt, 
ac&tite ~~thyl~~yl-idine~Lt_rr-b~~o~ ,-acide adtique (5:4:4:10:2); Rkkiation, r&ctif LI B base 
d’acide thiobarbittique et d’acide p-aminohippuique. I = Stachyose; 2 = raflkose; 3 = kxtose; 
$ = mzdtose; 5 = racchuose; 6 = milulge tdmobzs l-5 et sucres coastitutifs 7-9; 7 = fructose; 
8 = g&xtose; 9 = glucose; 10 = mumose; II = m&nge tlmoins S-10, 12-16; 12 = arrrbinose; 
13 = xyIose; I4 = ribose; I.5 = fircose; 16 = rh.zmnose_ 

Ce rEactif s'z~ke d'un grand intCr& En efGet, en Iumiire visible, tous les poly- 
sacckirides examin& (sstachyose, k-~&nose, Irictose, maltose et sac&arose), Ieurs 
monoses constitutifs (galactose, glucose et fructose) a&i que les atdohexoses, se 
r&&Ient en jaune ora&. Les aldopentoses se r&?lent en verteties m&hylafdcpentoses 

en jaune pbie (voir Fig. I). L’examen en Inmike ukraviolette 5 350 nm permet des 
diff&enciations pIus nombreuses (voir Tableau If), notamment dans r.m m2me groupe 
de sucres. Par exemple, le xylose par rapport 5 t’arabinose et au ribose (akiopentoses), 
OZL le glucose et Ie mannose par rapport au galactose (afdohexoses), ou encore ia 
lkorescence brun rouge caract&istique du fructose (&tohexose). EL est B remarquer 
que fes dtoses libres et conjugub apparalssent dejja apr& un skjorrr de 10 min dans 
t'&xye 2% 110". 



Nons2~ons&uni dam EeT2b:earrIf, Ies &des ~dosesetd~sofysaccharides 
&par& parchro1112ro~gaphieen couchr mincedece%~~o~eavec lessoIvants~'8ution 
que noes p&oposons. Les colorations d&ermSes ayec ces dif&ents ose~ en &mike 
visibk et ultmuiolette, par l'utilis2tion de dew no~~vehx rkacHss, y sent &aIement 
indiqutks, ainsi q~e-la Iimite de sensibilitt de ces reactifs- 

En ceqticoncemek rt5actlfsde &v~!ation,on ~errta~merqueler~.ctifTI, 
constit& par un nifange originaf i bme d'acidep-aminobippuriqueetd'acide t&o- 
barbituriqae3 est Ie plus imCressant. IT d&as se en sensibiIit6 etsp&cilicit6 Ies rkactifs 
&&alement utilisCs pour r&&r ks suc:es sur papier ou SzLT ceefMose_ En eEe& if 
ditecte SZmuItanCment tous fes poEys2cchtides et fes aldoses, en f2isant apparaitre 
des c&rations diffkeociSes de ces oses & pa&r de concentr2tioos de l'ordre drryg, 
et~ladansdesconditions detempkature bien praise. Av~cer~ctif,I'e.ranen des 
flrtorcsmwzs es foniike uitrzviolettc 5 350nizl fowmit d'arrtres indic2tioos, par 
exempie, fa diK&ericiatio~ Deb aldopentoses entre eus, et des aldohexoses eotre eux. 
Si, B part Ie lactose, fes pofysaccharides prkseotent me fiuorescence identiqrte, feurs 
produiti d'hydrozyse d&erminent une fkorescence diEreate_ En eKet, le fructose est 
Auoresaznten rouge brun,Ie &actcse enfaune vifet fe glucoseen orange. Tous ces 
risult&s permettentde confimerdes idenrificztions d&j_ia obtenues parIes valeurs des 
RF de czs d&T&en% sucres. 

Cependznr, 03 remzque qze le reactif I, B base d'acide p-aminohippurique, 
est @us sezrsibhe que le r6acriF II pour $2 r&&Iation des afdohexoses. En eKet, i1 est 
possible de d&cterdes quantir& d'aldokxoses deE'ordreduO.l ~g(voirT2ble2u If). 

Eke m&bode cimpk etr+de pem~t'mt de s&parer parchromatog~ap'tie en 
couck irrincedetellutosequelquesaIdosesetpolysaccharides a&~miseaupoint. La 
r&42tion sensib!e, diGrenci&e et simrrltm n&z de totis ces oses a &gakment 6tk r&z- 
&&L 

Je iezriercie M. de tY&rer pour sa cdlaboration technique. 
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