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SUMMARY 

Control of some high-performance 
evaporative light scattering detector 

liquid chromatographic systems by using an 

The quasi universal character of the light scattering detection of microparticles 
permits in the case of sugar analysis to choose the column and to control its evolution 
as a function of time. A simple test is proposed to induce the beginning of the 
regeneration of resinous Ca’ + . LiChrosorb Diol support is preferred to aminopropyl 
silica to realize at the same time a gradient elution and a good sensitivity (30-50 ng). 

INTRODUCTION 

Les qualitts premieres exigees d’une colonne de chromatographie liquide haute 
performance (CLHP), sont la selectivite et I’efficacite. Deux autres caracteristiques 
sont cependant necessaires: une inertie chimique vis a vis des composes et une duree de 
vie assez longue. 

Lorsque certains solutes reagissent avec la phase stationnaire, I’analyse quanti- 
tative est perturbee et la duree de vie de la colonne diminde. C’est le cas des silices 
greffees aminopropyles, formant une base de Schiff avec le groupe carbonyle des sucres 
reducteurs’. Karlesky et aZ.’ a, dans ce cas, propose une methode pour regtnerer les 
groupes amino de la phase stationnaire. 

Gtneralement, une evolution lente de la phase stationnaire peut entrainer un 
changement des temps de r6tention3, une modification de la nature du solute 
(isomerisation par exemple) ou une adsorption irreversible. Les phases aminopropyles 
ont eti signal&es par plusieurs auteurs, comme ayant une duree de vie plus courte que 
les autres phases greffeesL6: la retention des solutes diminue, ce qui oblige de modifier 
l’tluant: une augmentation du taux d’acetonitrile ou une addition d’amine peuvent etre 
realisees dans le cas d’analyse des sucres. Leur degradation peut provenir en partie 
d’une certaine instabilite en milieu aqueux qui d’ailleurs apparaitrait moins avec les 
greffages provenant de silanes trifonctionnels qu’avec ceux de silanes monofonc- 
tionnels6. 
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Cette transformation de la colonne est rarement brutale, et il n’est pas facile d’en 
diceler le debut. 

L’objet de cet article est de montrer qu’un choix non arbitraire de supports 
utilisb pour l’analyse des sucres ainsi que le maintien des performances des systemes 
chromatographiques peuvent &tre rtalises si l’on utilise une detection particuliere: la 
detection de la lumiere diffusee par des microparticules rtsiduelles aprb evaporation 
des phases tluantes. 

PARTIE EXPeRIMENTALE 

Chromatographie 
L’tquipement est constitue d’une pompe a gradient Bruker, d’une vanne 

injecteur Rheodyne, mod&e 7125, d’un four Knauer et d’un dttecteur evaporatif 
a diffusion de lumiere modeles DDL 10 et DDL 11. Le prototype de ce detecteur a et& 
construit au laboratoire, sous Licence ANVAR7*8. 

L’effluent est ntbulise sous un courant de gaz inerte et le brouillard ainsi form& 
penetre dans un tube evaporateur chauffe oti le solvant est evapore. Les micro- 
particules non volatiles de solutes passent a travers le faisceau lumineux d’une lampe 
source et la lumiere diffuste est recueillie a 120” sur un photomultiplicateur. Le modele 
DDL 11 vendu par Cunow (Paris) a une sensibilitt (30 ng de glucose) meilleure que 
celle des autres dttecteurs du mime type. C’est aussi le seul detecteur evaporatif 
a diffusion de lumiere qui permette d’analyser des composes avec l’eau comme eluant 
et avec une temperature d’evaporation aussi basse que 45°C ce qui tvite la degradation 
thermique des solutes*. 

Colonnes 
Les colonnes employees sont les suivantes: Sugar Pak 300 x 6,s mm, Waters CN 

150 x 4,6 mm, Waters Carbohydrate 250 x 4,6 mm (Waters), Zorbax NH2, Zorbax 
TMS, Zorbax ODS 250 x 4,6 mm, Zorbax OH 250 x 6 mm (DuPont), LiChrosorb 
Diol250 x 7 mm, Lichrospher Diol250 x 10 mm, LiChrosorb NH2 150 x 4,6 mm 
(Merck), R Sil NH2 Carbohydrate 1250 x 4,6 mm (Alltech), Nucleosil OH 250 x 4,6 
mm, Nucleosil NH2 250 x 4,6 mm (Macherey Nagel), Polypore H 30 x 4,6 mm, 
Polypore Ca 220 x 4,6 mm (Brownlee Labs.). 

Phase mobile 
L’eau distillee (Cooperation Pharmaceutique Francaise) et l’acetonitrile RPE 

ACS (Carlo Erba) etaient utilises comme phase mobile. 11 faut signaler qu’un bruit de 
fond assez important etait observe avec certaines qualites d’acetonitrile. Notons que ce 
bruit n’est pas en relation directe avec le taux de residu set et nous ne pouvons pas, 
a l’heure actuelle, expliquer ce phenombne. Nous conseillons done, pour verifier la 
qualite du solvant, de brancher directement le dttecteur sans colonne: la ligne de base 
doit etre identique a celle observee lorsque la pompe est arretee. 

Absorption atomique 
La quantite de silice et de calcium dans l’effluent est determinCe par absorption 

atomique avec un appareil Perkin Elmer, modble 3030. 
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pH mPtre 
La mesure en continu du pH en sortie de colonne est realisee par un dttecteur pH 

metrique Sensorex (Prolabo). 

RbULTATS ET DISCUSSION 

L’analyse des sucres par chromatographie liquide peut &re r&a&e en utilisant 
les resines Cchangeuses d’ions Ca’ + ou les silices greffees aminopropyles ou 
octadecyles, les differents systemes offrant des selectivites differentes et complemen- 
tairess. Sur resines calcium, il est possible d’eluer rapidement les polysaccharides alors 
que ces derniers ne sont pas tluts sur silices aminopropyles avec les teneurs en eau 
habituelles (20-50%) ni sur silices octadecyles sans l’apport de methanol a l’tluant 
aqueux’ . 

Nous choisirons comme systeme de reference une colonne de silice greffee 
octadecyle avec de l’eau pure comme tluant. Dans ces conditions, l’effluent donne avec 
le DDL 11 une quantite de lumiere diffusee pratiquement &gale a celle obtenue lorsque 
la pompe est arktee. Ceci indique qu’en sortie de colonne, il n’y a aucune entite non 
evaporable. 

&tude des resines echangeuses d’ions Ca2’ 
Les sucres et les polyols sont analyses avec une bonne selectivite sur rtsines Ca2+ 

avec l’eau comme Cluant a 80-90°C. Quand la temperature de la colonne est a 40-60°C 
l’effluent aqueux entraine un signal similaire a celui obtenu avec l’effluent d’une silice 
greffee octadtcyle. Par contre, lorsque cette temperature augmente jusqu’a 80-90°C la 
quantitt de lumiere diffusee augmente et un bruit de fond plus important que 
precedemment apparait’. Cela correspond a la sortie de sels de Ca2+, ce qui a CtC 
veritie par absorpton atomique. Malgre tout, ce bruit de fond est trb regulier. De plus, 
lors de leur detection, les sucres complexes au calcium engendrent un signal superieur 
a celui obtenu en sortie de colonne ODS avec l’eau pure (Fig. 1). 11 en resulte un rapport 
signal sur bruit avec ces memes sucres, voisin de celui obtenu sur silice ODS. 

Au bout d’un certain temps d’utilisation, les sites SO; du support ayant perdu le 
co-ion Ca2 + deviennent acides et degradent les sucres rapidement a cette temperature 
&levee: la Fig. 2 montre que le saccharose injectt genke in situ du glucose et du fructose 
(Fig. 2b et c), laissant croire a la presence de ces deux monosaccharides dans 
l’echantillon de saccharose. L’observation de la forme de ces deux pits montre qu’ils 
n’ont pas la finesse de ceux de glucose et du fructose lorsqu’ils sont inject&s avec le 
saccharose. 

Comme le detecteur DDL 11 est sensible, il permet de connaitre l’etat de la 
colonne en injectant une solution fraiche de saccharose et en notant l’apparition des 
pits de glucose et de fructose. Si cela se produit, il convient alors de regenerer la 
colonne en percolant une solution de nitrate ou d’adtate de calcium. L’injection de 
saccharose permet de controler alors que la regeneration a CtC efticace. 

11 faut noter que cette hydrolyse des sucres genttree in situ sur les sites acides, n’est 
notable que la temperature est a 8&9O”C: des essais realises sur une colonne Ca2+ 
neuve, thermostatte a 80°C et precedee d’une precolonne remplie de r&sines H+ 
maintenue a 20°C ont montrt qu’il n’y a pas d’hydrolyse du saccharose (Fig. 2d). Au 
contraire, si la precolonne et la colonne sont chauffees a 80°C il y a hydrolyse rapide in 
situ du saccharose (Fig. 2e). 
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Fig. 1. Courbe de calibration aire (A) du pit en fonction de la quantite inject&e (m) en ng pour le glucose 
(V, V) et le raffinose (0, 0). Colonnes Polypore Ca’+ et Zorbax ODS. Eluant: eau. Detecteur DDL 10. 

Temperature du tube tvaporateur, 45°C. Pression du gaz nebuliseur, 2,2 bars. 

b 

Fig. 2. Analyse du saccharose (S) (28 g/l) sur colonne Sugar Pak. Eluant: eau 80°C. Debit: 0,4 ml/min. (a) 
Sugar Pak neuve: sans prtcolonne. (b et c) Sugar Pak usagee: apparition des pits correspondant au glucose 
(G) et fructose (F) gentrts iedtu. (d) Sugar Pak neuve a 80°C avec precolonne Polypore H a 20°C. (e) Sugar 
Pak neuve et precolonne Pblypore H a 80°C. Detecteur DDL 11 rtglages voir Fig. 1. 
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_&de des supports siliceux aminopropyles 
C’est le type de support le plus utilise pour I’analyse des sucres, mais c’est aussi 

celui que l’on a trb vite signale comme ayant une duke de vie courte: on observe un 
tassement du support avec apparition de pits dedoublts, occasionnes par un volume 
mort en tete de colonne. 

Comme le detecteur DDL permet de realiser des gradients acetonitrile-eau, sans 
derive de ligne de base’, l’analyse de melanges complexes de sucres (mono-, di-, 
polysaccharide) devrait etre rtalisable avec de telle colonne en augmentant la quantite 
d’eau dans l’eluant. 

Le profil d’un tel gradient est montre Fig. 3. On note que lorsque le pourcentage 
d’eau atteint 3040%, la ligne de base derive et le bruit de fond augmente, rendant 
toute analyse impossible a haute sensibilite. La derive de la ligne de base correspond 
a une quantite de lumiere diffusee croissante provenant de microparticules non 
evaporables. Le bruit de fond plus important indique que la quantitt de micro- 
particules qui diffusent n’est pas constante meme a court terme. Avec un &ant 
isocratique acetonitrileeeau (65:35), la sensibilite du DDL 11 est limitee a 1 ug environ. 
Plusieurs supports commerciaux aminopropyles ont ete ainsi compares et tous 

400mV 

- i”” 

1 

4 

lOO%ACN 15min 100% Eau 

Fig. 3. D&rive de la ligne de base avec les colonnes de silices greffkes aminopropyles lors d’un gradient 
acktonitrile 100% i eau 100%. D&bit: 2 ml/min. (I) Lichrosorb NH*; (2) Nuclkosil OH; (3) Zorbax OH; (4) 

LiChrosorb Dial, Zorbax ODS, Lichrospher Dial. DBtecteur DDL 11 rkglages voir Fig. 1. 



214 M. LAFOSSE et al. 

donnent la m&me caracttristique: les microparticules restantes apres l’evaporation de 
l’eluant creent un bruit de fond important. Pour connaitre la nature de ces 
microparticules, l’effluent des colonnes aminopropyles, avec comme iluant l’eau pure, 
a Cte analyse par absorption atomique (Tableau I). En moyenne, l’effluent contient une 
teneur de 30 ppm en silicium, alors que celui provenant dune colonne contenant de la 
silice Zorbax Sil, a une teneur inferieure d 1 ppm, comme dans le cas d’un support 
greffe apolaire ODS ou TMS (Tableau I). 

Cette hydrolyse des supports greffes aminopropyles permet d’expliquer le 
tassement des colonnes correspondantes. Par contre, la trbs faible hydrolyse relative de 
la silice laisse penser que le silicium se trouvant en solution dans l’effluent doit provenir 
principalement du greffon. Cette coupure probable du greffon n’etant pas un 
phenomene regulier pourrait expliquer le bruit de fond important contrairement A ce 
que I’on observe en sortie des colonnes tchangeuses d’ions calcium oti le depart du 
calcium du support est un phenomene regulier. Cette hydrolyse doit d’ailleurs limiter 
igalement la sensibilite du detecteur refractometrique, car l’indice de refraction de 
l’eluant, meme avec thermostatation, doit dtpendre du taux de silicium partant en 
solution a court terme. 

Puisqu’il y a dissolution du support aminopropyle dans l’eau, nous avons voulu 
voir l’influence du pH et de la force ionique de l’eluant sur cette dissolution. La mesure 
du pH de l’effluent a et& realisee (Tableaux I et II). Si l’eau distill&e a pH 6,3 est percolee 
a travers la colonne aminopropyle, on note en sortie un pH de 9, sur Zorbax NH2 et 
Nucleosil NHz, alors qu’au contraire il est de 4 sur RSil NH2 et LiChrosorb NH2 
(Tableau I). 11 est curieux de constater que les deux supports spheriques Zorbax et 
Nucleosil entrainent une augmentation du pH, alors que c’est l’inverse pour ceux de 
forme irreguliere RSil et LiChrosorb. Une distinction d’aprbs le pH en milieux aqueux 
entre les silices spheriques et irrtgulieres a deja tte notte par Engelhardt et Mullerg. 

TABLEAU I 

ANALYSE D’EFFLUENT SUR DIFFfiRENTES COLONNES 

Eluant: eau distill& a pH 6,3. 

Support pH efjuent Si (ppm) 

Zorbax Sil 

Zorbax NH2 
LiChrosorb NH2 
Nucl&osil NH2 
Waters 
Carbohydrate 
RSil NH2 
Carbohydrate I 

Nuclbosil OH 
LiChrosorb Diol 
Zorbax OH 

Zorbax ODS 
Zorbax TMS 

Waters CN 

8,5-9 
4,o 
9,&9,1 

4,l 

477 
634 

631 
61 

<1 

38 
41 

24 

26 

15 
<I 
<I 

<I 
<l 

<l 
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TABLEAU II 

EFFET DU pH DE L’GLUANT AQUEUX SUR COLONNE ZORBAX NHZ 

TFA = acide trifluoroack.tique; ACN = acttonitrile. 

Additif pH de IPluant pH de I’effluent 

A - 6,5 8,8 
B TFA lo-“ M + HC0,NH4 7,0 9,2 
C TFA 10m5 M + HC0,NH4 7,0 9,2 
D TFA 5,15 9,4 
E TFA 436 9,4 

F ACN-HZ0 (80:20) 5,7* 9,0* 

G ACN-HZ0 (65:35) 6,15* 9,2’ 

H ACN-B (65:35) 8,15’ 9,3* 

De faGon generale, l’etude realide sur des supports greffes de nature differente 
(ODS, TMS, NH2, OH, CN) montre que l’hydrolyse representee par la concentration 
en silice dans l’effluent existe en meme temps que l’on note un &cart de pH entre l’eluant 
et l’effluent. 

L’utilisation d’un detecteur evaporatif a diffusion de lumiere interdit en general 
l’adjonction a l’eluant de sels qui engendreraient un bruit de fond trop important. Le 
DDL 11 autorise l’emploi de composes facilement evaporables comme l’acide 
trifluoroacetique (TFA) et des melanges TFA + HC03NH4”. 

Le pH et la force ionique de l’tluant sont modifies par la presence de ces 
composes. D’apres les rtsultats du Tableau II obtenus avec le support Zorbax NH2, on 
note que quel que soit le pH ou la force ionique de l’eluant, le pH de l’effluent reste de 
9 environ, comme en presence de l’eau distillte, ce qui laisse supposer que l’eltment en 
solution provenant de la colonne impose son pH, a la fois par son pKa et sa 
concentration. 

Une mesure en milieu hydroorganique avec l’acttonitrile montre la m&me 
augmentation du pH. Dans le Tableau II, la mesure de pH en milieu hydroorganique 
est notee pH*. 

La conclusion de cette etude sur les supports aminopropyles, est que le dttecteur 
Cvaporatif a diffusion de lumiere est un moyen simple pour suivre, comme dans le cas 
des colonnes Ca2+, l’etat de fonctionnement de la colonne. L’augmentation de la 
derive de la ligne de base Ctant proportionnelle a la quantite de silice dans l’effluent. 

L’emploi du gradient d’elution acetonitrile-eau avec les silices greffees amino- 
propyles reste done dtlicat, voire impossible, si l’on desire en meme temps qu’une 
analyse performante en sblectivitt, une assez bonne sensibilite (30-50 ng). 

&de des silices greffies diol 
Plusieurs silices greffees de ce type sont propostes sur le march6 et en general 

pour des analyses de composes autres que les sucres. Elles n’offrent pas l’inconvtnient 
des silices aminopropyles de donner une base de Schiff avec les sucres reducteurs. Leurs 
greffons, d’aprb la litterature, sont tous du type -(CH2)3-O-CH2-CHOH-CH20H et 
pourtant leur selectivitt est differente. 

Le support Nucleosil OH de Macherey Nagel retient peu les sucres. 11 faut done 
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employer un eluant (acetonitrile-eau) trh faiblement charge en eau (lo%), pour avoir 
une retention et une separation convenables de mono et disaccharides (Fig. 4). 11 est 
alors ntcessaire, pour kiter une perte d’eflicacite, d’injecter les solutes dans un 
melange tres riche en acttonitrile, ce qui n’est pas toujours aist, vu la faible solubilite 
des sucres en un tel milieu. 

Ce support, du fait de la faible retention des sucres, pourrait convenir pour 
ttudier les polysaccharides, en augmentant la teneur en eau de l’eluant. Ceci doit Ctre 
fait avec precaution, car l’eau pure hydrolyse ce support (Fig. 3, Tableau I). L’intensite 
de la lumiere diffusee correspond a une perte de silicium plus faible qu’avec les 
supports aminopropyles. Le signal du bruit de fond obtenu au DDL 11 avec ce 
support, correspondant a une perte en Si, est malgre tout plus faible qu’avec les 
supports aminopropyles (15 ppm mesure par absorption atomique). 

Ce support a un autre inconvenient lorsqu’il est utilise dans l’analyse des sucres. 
On peut noter une evolution rapide dans le temps de ses performances aprbs un nombre 
assez faible d’analyses: les chromatogrammes de la Fig. 4 rialises dans l’ordre du 
vieillissement de la colonne illustrent cette evolution. 

Le chromatogramme I montre une separation correcte du glucose forme CI et du 
fructose. Aprb plusieurs analyses, la colonne permet la separation de melanges 
d’anomeres a et p de sucres tels que Glucose, Galactose, Lactose, Cellobiose et on peut 
montrer que ces anomeres ne sont pas engendrts au tours de la chromatographie. En 
effet, une etude a montre que si les sucres sont maintenus dans un solvant organique 
limitant l’anomerisation tel que le methanol, la formation d’anomeres n’apparait pas; 
au contraire on observe les deux pits anomeres, si l’on realise l’anomerisation en milieu 
aqueux et que l’tchantillon est dime avec de l’adtonitrile (SO%), ceci alin d’eviter le 
dtdoublement de pits qui peut se produire chaque fois qu’une trop grande difference 
entre l’tluant et le solvant d’injection existe. Dans le cas du glucose, on peut meme 
suivre la cinetique de la mutarotation. On en conclut que la colonne Nucleosil OH ne 
crte pas “in situ” les anomeres, mais permet leur separation. 

Cette evolution du support presenterait un inter&t si elle ttait stable, reversible ou 
reproductible, ce qui n’est pas le cas. Le Chromatogramme III de la Fig. 4 montre la 
separation des anomeres CI et fl du galactose et le Chromatogramme IV montre la meme 

4 min 
. I 

I=- 

Fig. 4. Evolution au cows du temps d’une colonne Nuclkosil OH lors de l’analyse de sucres. (I) Colonne 
neuve; (2, 3,4) au tours du viellissement. Colonne: Nuclkosil OH 250 x 4,6 mm. Eluant: acktonitrile-eau 
(9O:lO). D&bit: 0.9 ml/min. F = Fructose, G, = glucose LY, G, = glucose p, Ga, = galactose LX, 
Gas = galactose jj’. Dktecteur DDL 11 rkglages voir Fig. 1. 
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6 5 r’o lb io 25min 

Fig. 5. Analyse d’un melange de sucres en gradient d’tlution. Colonne: Lichrospher Dial, 250 x 7 mm. 
Eluant: acetonitrile (A), eau (B). I = Fructose; 2 = glucose; 3 = saccharose; 4 = lactose; 5 = raffinose; 
6 = dextranes. Detecteur DDL I I rtglages voir Fig. 1. 

separation au bout d’un temps plus long d’utilisation. Des essais de regeneration n’ont 
rien donne et il a ttt impossible de la ramener a son Ctat initial. 

Pour des analyses de sucres ce support n’a pas eti: retenu, de meme que le Zorbax 
OH non selectif pour les monosaccharides. 

En conclusion de cette etude des supports Diol, seuls les LiChrosorb et 
Lichospher Diol offrent une bonne tenue a l’hydrolyse: pas de derive de ligne de base 
en gradient (Fig. 3) pas de dissolution du support (Tableau I), pas de phtnomene de 
separation d’anomeres. Ces supports conduisent a une analyse performante des sucres 
en gradient d’elution et a une excellente sensibilitt avec la diffusion de lumiere par 
microparticules (Fig. 5). 

CONCLUSION 

La diffusion de lumiere par microparticules apparait non seulement comme un 
moyen de detection quasi universe1 mais elle permet en outre de suivre l’etat du systeme 
chromatographique. L’application au domaine des sucres est illustree dans ce travail 
od cette technique offre un moyen de selection du support chromatographique et un 
suivi de l’evolution du systeme. 

RESUME 

Le caractere quasi universe1 de la detection par diffusion de la lumiere par 
microparticules permet, dans le cas de l’analyse des sucres, de choisir la colonne et de 
suivre son evolution en fonction du temps. Un test simple est propose pour prevoir la 
regeneration des r&sines Ca ‘+ Le support LiChrosorb Diol est preferable aux silices . 
greffees amino-propyles, si l’on veut realiser en mime temps un gradient d’elution et 
une bonne sensibilite (30-50 ng). 
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