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L’application de la chromatographie liquide a haute pression (HPLC) 2 
l’analyse des polysaeeharides sulfuryEs des algues brunes nkessite que l’on puke 
identifier et doser par cette technique le fucose, le xylose, le mannose, le galactose, et 
l’acide n-glucuronique constituants de ees macromolkculesl, ainsi que ceux apportts 
par d’eventuels contaminants tels que la laminarine #? l-3 glucane) ou I’algine (copo- 
lymere d’acide n-mannuronique et d’aeide L-guluronique). 

Les techniques de HPLC utiJk&s pour le dosage des glucides peuvent Ctre 
rkparties en deux groupes, selon qu’elles font appel ou non h une transformation 
chimique pr&Iab!e des oses B doser_ Parmi les m&hodes ne n&es&ant aucune trans- 
formation des oses avant chromatographie, on peut titer: la chromatographie 
d’absorption sur silice*~, sur phase inverse de silice amin&5*6 ou amino-alkyEe7S8, ou 
greffke Clsg; 12 chromatographie d’tkhange d’ions’*r3; ia chromatographie 
d’exclusionr4, ou encore des mtthodes mixtes qui allient plusieurs de ces_types de 

14-i6 chromatographie _ Toutes ces methodes conviennent au dosage des hexoses et des 
oligosaccharides, mais aucune d’entre elks ne permet une bonne resolution des me- 
langes de pentoses et methylpentoses, si I’on excepte la technique kcemment mise au 

point par Heyraud et Rin2udog qui permet, sur phase inverse de sike C,, de skparer 
le fucose du xylose. De plus, leurs applications sont limit&s par la faible sensibilitt 5 
regard des glucides des detecteurs actuellement disponibk 

c’est po-ur palher a cet inconvenient qu’ont et& developpees des techniques 
comportant une transformation des glucides, avant leur injection ou en sortie de 
colonne. Jks derivations post-colonner4 s’accompagnent souvent d’une diminution 
de resolution des pks chromatographiques’ et ne peuvent done pas i%e milk&s pour 

doser des oses qui sent m2.l skp2rks en sortie de colonne. A l’invcrse, lestechniques 
qui font appel 2 une derivation pre-colonne des oses par des chromophores aromati- 
ques’7:’ t nkbaissent pas 12 qualitk de leur resolution, tout en multipliant par trois ou 
quat& ordS de g&d&r Ia~SensibilitC-de leur detection. Bien plus, la_Gxation des 

chromophores accroit, en modifiant les fonctions et 12 structure spaciale des oses, les 
possibilites de separation chromatogr2phique doses t&s voisins dans Mat non de- 
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r&C Toutefois, aucune des methodes de derivation existantes ne permettait, avec les 
conditions de phase stationnaire et de phase mobile d&x&es par leurs auteurs, de 
doser Ie fucose et Ie xylose en melarise. 

Nous nous sommes done attache a r&soudre ce probleme particuher, en pre- 
nant cotmne base de depart Ia m&hode proposck par Thompson’* pour la separation 
des d&-k& benzylo_xime-perbenaoyle des oses simples, non carboxyliques 

PARTIE EXP~RIMENTALE 

Nous avons utilisC un chromatographe en phase liquide LDC (Sopares, Gen- 
tilly. Francxz) comprenant une pompe Constametric II G, une vanne d’injection a 
bouclc (100 fi) V&o, une colonne Sphetisorb NH2 5 m (ZOO x 4.7 mm I.D.), ou 
une colonne Spherosil XOA 800-7 JUXI (150 x 4.7 mm I.D.) un dltecteur UV Spcctro- 
monitor III, et un enregistreur Linear. 

Les @rrcides standards uzilisks ont ed foumis par Sigma (St Louis, MO, 
U.S.A.) et les produits &cessaires a la dlrivation, benzyloxime et chlorure de ben- 

Fig I_ !Sipraion par HEkC du fixme et du xyiose 5 l’aidt d’un tiiange dkxane et de &hlorom&k3rn? 
(&.mt I)_ Phast mobile ~orotitban& (68:32}; @SC ~tatidi 

silicc &&; &bit, 2 

mljrnin: d&cteur, spcqrophotomitre W: 23O’nmm I = Benzyio ximsetnbenz6yIc;r-fim3scfUcosc; 2 = 
&s&?ly~y~x_~ _- 
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zoyle par Aldrich (Miiwaukee, WI, U.S.A.). Tous les solvants utilisks (qualite Uvasol 
ou LiChrosolv) provenaient de chew Merck (Paris, France). Chaque tluant etait 
dCga& avant utilisation B l’aide dune sonde B ultra-sons (Sourimase 250 T, 220 V) et 
filtrG sur filtre Millipore 0,45 jfm. 

Les g&ides (Z-100 pg) ant ite d&iv& selon la m&hode d&rite par Thomp- 
sonzO, et extraits du melange reactionnel selon le protocole suivant, adapt6 de la 
technique utilisk par Leweld ” _ L’exch de reactifest hydrolysk par 500 fl de m&ha- 
nol. La solution obtenue est evaporke sous un courant d’air cornprime- Les glucides 
derives sont alors repris par 5 ml d’hexane. Aprk centrifugation (2008 g, 2 mm), un 
aliquote (1 ml) du sumageant est evapore 2 sec. Le residu est lave par 3 ml d’eau 
saturk en bicarbonate de sodium et repris par 2 ml d’hexane. Un aliquote (10 a 100 
~1) de la phase organique est alors soumis a chromatographie. 

RiSULTATS ET DISCUSSION 

Choix d)m &ant permettant la s&paration du fucose et du xyiose 
LXluant utilisi par Thompson (hexanedioxanne, 80.20) ne permet qu’une 

resolution mediocre du fucose et du xylose, que ce soit avec une colonne de silk ou 
avec une colonne de silk aminke. 

L’utilisation d’un melange binaire (eluant I) de dichloromethane et d’hexane 
dans le rapport 32:68 conduit B une separation complete du fucose et du xylose (Fig. 
1). mais ne permet pas d’obtenir une dparation satisfaisante des hexoses (Tableau I). 

En definitive, nous avons opte pour un solvant temaire, compose d’hexane, de 
dichloromethane et de dioxanne (eluant II) dans les proportions 50:7.5:2.5. Get eluant 

TABLEAU I 

TEms DE RI?TEETION DE QUELQUS MONOSACCHARIDES PouR UNE PHASE STATION- 
NAIRE DE SILICE AMINl?E ET UNE PHASE MOBILE 

Phase mobile: tluant I, hexane-dichloromkthae (68:32); tIuant II, he?rzne~chloromtthzne-dio.~nne 
(m7.52.5). 

Temps de rptenlion (min) 

Giyckol 4.10 4.00 
M.es&yhitoi 5.30 5.40 
i--USI? 4.40 5.70 
L-Fucose 4.4O 5.70 
D-xybse x.40 6% 
L-Arabiiosz 4.90 6.40 
xylito1 6.10 8-50 
o-FtioSe 5.65 9.00 
D-GlUcoSe 5.90 9.60 

*t.+= 6-45 _ 10_4O 
BMZS.SlZX 6-30 
iiJh&l. 

iO#l et lO_f@ 
7.65 12-70 



220 NOTES 

pet-met une bonne skparation du fucose et du xylose avec 98 % environ de retour a la 
ligne de base, tout en conduisant Q une rksolution satisfaisante des hexosek (Tableau I 
et Fig. 2). Toutefois, il n’est pas possible B I’aide de ce solvant de s&parer le mannose 
du galactose. 

Fig_ 2_ Spar&on par HPLC du fbcose, du xyIosc, du glucose et du gaktose B Ilaide d’un m&mge 
d%exan~ dt dicHorom&hane et de dio_xane (iluant II). 1 = Bes~~yIo.xime-tetra !xnzoyle-r-r^ucosc; 2 = 
benzyloxim~tetraboyI~xylose; 3 = benryioxime-pentabenzoyk-f+giwxe; 4 = benzyloxime- 
pentzknzoyk-wctose_ Phase mobile. haJraneidichlorom~~e/dioxaMe (Xk7.5-333. Xutres condi- 
tions cfuomatographiques identiques 5 celles de la Fig. I_ 

Applicatfon ci Panalyse de h composition osidiquzz des Poiysaccharkies sz.d__irylt% de; 
at&es brwzes 

L-3 mkthode d&rite par Thompson pour l’extraction des glucides d&k&a 
partir du melange tiactionnel ne nous a pas permis d’obtenir des r&uItats~sufikm~ 
ment reproductibles pour e&sager le dosage de ces d&iv& par chromatographie 
liquide. 

Nous proposons done d’utiliser le prkaklent protocole d’extraction dkcrit,au 
chapitre prkckden~ qui permet de doser les oses p&ems dans lX&aritillon Ainsi que 
l’indique la Fig. 3. L’utilisation d’un standard inieme conduit a une prkcision de 
dosage de l’ordre de 1% (Fig- 3b)_ La limite de detection du L-fucose +nq fois le 
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Fig. 3. Courbes-dXtalonnage de quelqucs oscs par HPLC. (a) kdonnage direct; h, hauteur du pit en cm; 
m, masse inject& en ng. I, ~~&o&ythritol;A, L-arabinose; e, L-fucose. (t-i) ctalonnage par r6fkence 5 un 
standvd interne; h_ hauteur relative du pit; mi. masx inject& en ng. R, italonnage du gatacrose 
par le sytitol;A, Otalonnage du fucose par le m&o&ytkitol: O7 italonnage du xylose par le mbobythritol. 
Conditions chromatographiques identiques k celles de la Fig_ 1. 

bruit de fond B 0.005 unit& d’absorbance pleine khelle- est environ 13 ng avec 
I’appareilktge utilisC La Fig. 4 repkente des exemples de chromatogrammes HPLC 
obtenus & partir d’hydrolysats de fucoidanes extraits de thalies de Pelvetia cam&- 
cuiata, Fucus vesicuitxus et hrnl-naria digitata (respkctivernent: P,,, F,, et L_). 

Ces chromatogrammes sont qmformes aux rksultats gSckd&ent Ctablis par 
chromatographie d’khange d’ions’ indiquant que le fucose reprksente, en masse, 
environ 90% des oses coast&ant Ies fucoidanes ptiS B i’aide de chlorure de 
dtylpyridinium (cpc)_ 

La m&hode de dosage des oses neutres d&rite dans cet a.rticIe apparatt done 
comme appficable A l’analyse des polysaccharides suJfurylb des algues bnmes. 
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Fig_ 4. Eempks de chromato_m es HPLC obtenus apt-& hydrolyse de fucoTdanes extraits de, Pelveria 
canak&ta (a); Frrnrs resicdosu (b); ~5~1~Gnarkz digirara (c)_ Conditons chromatographiques identiques H 
celkdela Fig_ I. 
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