
Note 

S85pa~-&ioti de sucr~ SUP mkropatilcuies de sitice par chromatographie en 

pkse fiquZde d bute perfoFmaRce 

L’utikation de la chromztographie en phase liquide pour I’an&yse des sucres 
pr&ente des avantages certains sur d’autres techniques telIes que t’analyseenzymatique 

ou I’analyse par chromatographie en phase gazeuse @LC). En effet la 2remEre se 
r&+!e extrsmement sCtective mais Cgalemenr extremement cofteuse en raison du prix 
eievt des rCacMs. Quant .ii I2 second-, p die est igalement tr&s iongue car 3 est nCces- 
saire de prkparer des d&iv& vsl2’LiIs convenables lsz. Par conlre, I2 cbromatographie 
en phase liquide par Cchange d’ions (EC) est ur;e technique utili&e depuis longtemps 
pour f’analyse des sucres. Samuelson et Q!.=-~ ont dtcrit des mdthodes de Gparations 
sur des &sines Cchangeuses d’anions (AK) ou de catioris (CEC), Ies phases mobiles 
&ant alo_rs des solutions eau-&hanot. Une autre technique s’est d6veloppke 2 la suite 
dzs iravaux de Khym et Zil’i6, bask SW I’aptitude des sucres B donner avec Ies ions 
bxates des complexes pouvant s’khanger sur des r&sines Cchangeuses d’anions. &ette 
solution a &C reprise par de nombreux auteursY4. Ces difkentes mkhodes d’ichange 
d’ions ont CtC r=groupCes dans UR article &cent de Iandera et ChuraEek’*. Cependant 
les adyses restent fort longues bien que certaines am&orations aient dt6 apportCes 
dans ce domaine de L’IEC, @.-at pour I’_AECxZ, que pour le CEC”-z3. 

Quei,ques travaux ont egafement it6 r6al.G~ en chromatographie en phase 
licuide SW des phases stationnaires dE&entes. * ainsi Belue et McGinni~~~ ont utilisC 
UTI ge! de poiyacryiamide et Linden et Lawhead” une phase grefEe SIX sifice, Ie 
“microbondapak carbohydrate”_ Un grand nombre de modes de d&&xx des sucres 
a ItC &aIement CtudiC. Les sysEimes tes pIus uti!ids sont les ptlrs compliquCs mais 
certainement tes plus sensiblw; 2s consistent & efkxxuer, & Ia sortie de la colonne, 
des riactions destinies Q produke des d&iv& absorbant B 400420 nm. Ce sent en 
&n&al des r&actions B f*a~~throne. B E’orcinol ou B la cyst61ne’4. Davies ef cz!.” ant 
n_is au point une techniqu_ p utiisani I’hydrazide de I’acide p-hydroxybenzoFque 
(dCtection .% 4OG nm), alors que Katz et Tir2ckP6, par une r&&ion B l’acide s&xi- 
q3e, ant produit des chromophores abwrbant 5 330 nm. Ces mithodes nkessitent un 
appareillage spCcial h 12 sortie de 12 co!onne pour effectuer Ies &actions chimiques et 
elks s’accompagnent certainement d’une diminution de la tiso2ution des pits chro- 
matogaphiqtres et ai~si d’une rkduction des possibiiitk de s+wation de la colonne 
chromatographique elle-meme. L’uGisation d’autres d&ecteurs est 6gaIement pos- 



sibte: dktecteur rdfractom&rique M*t7_ d&ecteur 5 ianisation de &mine”. au d&crew 
?L fil Pyexz*“. 

11 convient &aIement de mentionner, pour fa separation des sucres, I’utifi- 
sadon de Ia chromatographie SW couches minces (CCM). Quefques es&s ant port6 
sur l’utifisation du polyamide’O*‘L, mais d’autres, plus nambreux, ont td effect& 
soii sur des plaques de siiice2’-‘5, soit sur des plaques de &lice impr&& Z-XI prkaalable 
de titraborate ou tungstate de sodiumz6, d’acide boriquez’ ou de phosphate monoso- 
dique=. 

Dans ce travail, nous now sommes int&essCs plus particulikrement 5 la mise 
au point d’une separation de qua&e sucres par chromatographie en phase liquide: 
le fructose, Ie lactose, le sac&arose et le sarbitol. L’anafyse de ces constituants prk- 
se&e un certain intk% notamment dans I’industrie alimentaire (prod&s laitiers). 
Nous avioas Cgalement un probEme de temps d’analyse 5 rksoudre, B savoir s&parer 
ces sucres en une durke infkieure & trente minutes. Nous prksenterans done une solu- 
tion possible k ce probEme particulier, ainsi que quelques risultats obtenus avec 
d’autres sucres. 

Nous avons utifisd un chromatographe en phase Iiquide Chromatem 38 
(Touzzt et Matignon, Paris, France) &quip& d’un d&ecteur r&fractomCtrique soit 
L.D.C. (Sopares, Gentiliy, France), soit Waters R400 (Waters Assoc., Le Bourget, 
France). Les colonnes chromato_mphiques sont remplies au Iaboratoire suivant une 
rechnique dej5 d&xite’9; les supports sant des LiChrosorb sait Sf 60 (5,~m, sike) 
soit AIox T (5 pm, alumine) (Merck, Paris, France). Tous les chromatogi-ammes sont 
eKectuCs & ha tempkature ambiante. 

L’injection ties soh~tts (1-5 ,uI) est faite B travers septum 5 l’aide d’une seringue 
HamiIton (Touzart et Mat&on). 

Les sucres utiiists (Merck) pour Ctalonnage chromatographique sont rnis en 
soIution dans E’eau ou dans I2 phase mobile larsqoe ceIa est possible. Les solvants 
sant des produits “ProIabo Normapur” ou “pour Analyses”. 

R%SULTA-FS 

Des itudes prialabtes par CCM sur sifice ont montrk que Ies sucres donnaient 
Eieu B des skparations indressantes avec une phase mobile composke de formiate ou 
d’adtate d’kthyfe, de methanol ou ethanol ou isopropanol, d’eau et d’acide acepique. 
La composition la pIus satisfaisante a et& a&t&e d’Ctlryle-m~thanot~~u-acide aciti- 
que (60:2Q:EO:IO, v/v). 

Pour passer & Ia chromatographie en colonnes, nous avons mod&5 cette 
composition de salvants notamment en supprimant I’acide acetique (risques de cor- 
rosion du matkiel). De plus fa kparation sembIe amEIior& par Z’utifisation -du for- 
miate d’kthyle Q la place de I’adtate d’&hyIe. Nous prkentons dans Ie Tableau I fes 
r&&&s abtenns pour un certain nombre de sucres avec difErentes compositions de 
1s phase mobiIe (formiate d’tttryle-m~thanol~au). Ef appar&t, larsqu’an compare !es 
valeurs des factem-s de c.apacitC, k’, obtenus avec chacun des trcis sofvants I, XI et 1x1 
qu’au_menter ia qua&id d’eau dans ia phase mobire n’entraine qu’ane faible diminu- 



iion des r&entions des difErents sucres: et par conwe, qu'augmenter fa quvltite de 
m&an01 dans la phase mobile fait diminuer consid~rablement ces r&entions. 

11 semble ainsi que te mkmisme chromatogrqshique soit ua m&z&me de 

par@ge des sucres errtie la phase mobile et Ia phase stitionnaire (s&x recouverte 

d'e.z.u).Pourchacune des trois compositions deja Fh~emobi!e,laquantiti~eauest 

s~santepourdonnerunrecouvrementmaximumdeIaslficepardesmo~~culesd'eau; 

par contre E'khznge des molkxles de sucies entre Ia phase mobile er Ia phase sta- 

tknnairevattreen com~Ptitionaveccelui des mol~ulesdemCth~of_ ftsemblealnsl 

que Ies interactions phase mobIts(m~thano~)-ph-~- ci-ti stationnaire soient pr+ondb 

railtes devarrt celies phase mobi're (mCthanol)-solutC s, si bien que ks rktentions sent 
~izodi%es parles variations decomposition de Ia p&se mobile, mais queles risofzr- 
ticm entre dcrtx solutks voisirrs ne va-iem que I&&emesf. 

Le chok d'urr tel type de phase mobile d'une part permet t'lnjection sur Ea, 

coionne des solutCs en sofu~ion &GS l'ezu,et d'autre pa&rend simple et rapide cer- 
takes sipsrations de sucres (mono-, di-, trihofosidesj. 

Les Figs. 14 itlustr,-nt des sQxxadons obtenues avec fes phases mobiles db 

c&es p&&demmeni. 

Nous ROUS sommes int&ess& dans ce travail 8 I'utiflisatioo de mkroparfcules 

de silice (5,um) pow la chrematogq?hie en phase liquidc de sucres. Nous pensons 

quecesuppo~pr~ente~eI'fnt~r~td'uriep~parsonFrix~aucoupmol~s~fev~que 

celui des supports kchzngeurs d'ions, et d'a3&e part pzr Iz possibi&C actue!Ie d'ob- 
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J?$ I. S&ration de sucres sur LiCIxocorb SE 60 (5 pm)_ Cobrme, 15 cm x 4.6 mm de diam&e 
interne; vitesse lb&ire5 u, 0.09 cmisec; phzse mobile, Fonniate d’&by~e-mSthanokz~ (60:ZO:fO); 
pressioa, 70 bars; dhction, rGfrxtom&ie difErentielte_ a = Fructose, b = sorbitof, c = sacchuose, 
d = Iact-ose_ 

Fig. 2_ S&xx&on de sucres sur LiChrosorb ST 60 (5 fern). CoIonne, 20 cm x 4.6 mm de dhmitre 
interne; IC, 0.15 cm$ec; &se mobiIe, formiate d’ithyie-m&hoolarr (5535:fO); prezsion, 85 bars; 
d&ecrion, &fmctom&ie diErentieieile. (A): 2 = fructose, b = sorbito& c = sac&arose, d = lactose; 
m): e = maltose et ceeliobiose, d = Iactos~ 



Fig. 3_ SCpa-ation de sucres SIX LiCbzasorb SI 60 (5 .urn). Cofome, ZOcxn x 4.6 mm de dim&we 
kteme; u, 0.17 cm/see; phase mobile, form&e d’&hy!czmktEzznohau (55:2O:IS); pression, 100 bars; 
dStcction, r3kctamitiie diii&~nti&z. a = R&ose, 5 = so&ose et hctose, c = saccixzrose. 

Fig 4_ S&a-ration dz suc~xs sur LiChrosorb SE &3 (5 pn)_ Cclome, 20 cm x 4.6 m de dian;&e 
intern=; rr, 0.05 crn/sec; phse mobile, fotiate d’tMq&-~~Ct~o~arr (f33:20:10); pzession, 30 bars; 

dhction, r&z.ftomitrie diE_xntidle_ 2 = Xvtose, b = fructose, c = ghcose, d = galactose. 

Eenir, & l’zide de ces supports, des cofonnes hautement efkazes. Ceci constitue rur 
pr&Mbule 2 we &de plus comp!&e visant B met&e au paint des syst&mes ofhnt 
une meil!ewe silEtftitB et par I& mZmc de melHenres r&oMio3s. Norms sommes 
conscients Cyalemeni qu’un effarc Cnarme dait &e appatiC dzns ia d&tectfaE des 
s-xres: nous noiZs somrnes Emit& h la r&TactomCtrie difErentie.Ee car a3us dons 
~2 problhne p~&~lier de ~tp~~&n B ibo=dre: nous eavisapxss Ggalement d’zp- 
porter nos eEorts B 12 &se aa point d’autres syst&mes de d&&ion pour zm&xer fes 
sznsibifit& d’2mx~yse des sucres_ 
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Nous remercions Ia sock% Trmzart et Matignon pour le piCt du Ctrromatem 
38, ainsi que la so&&C Waters Assoc. porrr it p&t drr dCtecteur 2 r~fractomC&e 
dif&entie& 
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