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100. Fractionnement chromatographique de I’amidon. 
Recherches sur l’amidon 54 ’) 

par Ed. H. Fischer et W. Settele. 
(13 IV 53) 

Les derniers travaux consacres a l’inhomog6n6it6 des fractions 
de l’amidon ont montr6 qu’en rBgle g6n6rale la principale difficult6 
rencontree provenait de ce que les m6thodes employees pour &parer 
les differentes fractions sont a l’heure sctuelle beaucoup trop gros- 
sibres. Elles utilisent toutes le traitement de solutions aqueuses par 
des alcools superieurs selon Schoch2) pour sdparer l’amylose (preci- 
pit6e) de l’amylopectine (qui reste en solution), puis, sur les fractions 
ainsi obtenues, elles comportent des precipitations fractionn6es par 
des solvants osganiques ou encore des separations par des methodes 
physiques telles 1’6lectrodBcantation ou la centrifugation pouss8e3). 

Or la methode de Schoch2), excellente par ailleurs, n’est reelle- 
ment valable que si les amidons ne possbdent que deux types de poly- 
saccharides parfaitement distincts, le premier &ant uniquement 
lineaire (amylose) et le second fortement ramifie (amylopectine). 
Dernibrement toutefois, plusieurs travaux ont mis en doute l’exac- 
titude de cette supposition en montrant que certaines ((amylases )) 
obtenues par le traitement de Schoch devaient contenir des poly- 
saccharides possedant deux ou mbme plusieurs ramifications, ce qui 
indiquerait, soit que certains amidons 6taient entibrement d6pourvus 
d’amylose vdritable, soit que celle-ci 6tait contaminee par des amylo- 
pectines 2t trbs faible degr6 d’embranchement. I1 devint alors indis- 
pensable de rechercher de nouvelles m6thodes propres a effectuer un 
fractionnement rigoureux des polysaccharides de l’amidon et ce 
premier travail est consacr6 B la separation chromatographique des 
fractions d’amidon sup colonne d’alumine. 

Historipue. 
L’adsorption chromatographique des composants de l’amidon a d6jh donne lieu B 

divers travaux4). Samecs) remarque que l’amylose, contrairement h l’amylopectine, est 
trbs bien adsorbbe par de l’ouate (cette adsorption est en r6alitt. due aux acides gras con- 
tenus dam l’ouate). La chromatograp4ie des glycoghes sur du carbonate de calcium a 6t6 
faite par Kowalski6)). 
~~ 

l) PrAcAdente communication: Helv. 36, 702 (1953). 
2, T .  J .  Schoch, Adv. in Carbohydrate Chem. I, 247 (1945). 
s, K. H. Meyer & W. Settele, Helv. 36, 197 (1953). 
4, 0. Amdt, Kolloid Beih. 7, 212 (1915). 
5 ,  M .  Samec, Kolloid Beih. 33, 103 (1931). 
6 ,  W .  W. Kowalski, Biochimia 13, 131 (1948). 
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Dernikrement Ulmann’) a BtudiB l’application de l’oxyde d’aLmninium & la separation 
chromatographique de l’amidon. I1 constate que contrairement & l’amylose, l’amylopectine 
est adsorbke sur nne colonne acide. I1 prkconise une colonne dont le bas est rempli d’alu- 
mine alcaline e t  le haut d’alumine acide. En traitant ensuite l’amidon adsorbe A l’iode, 
cet auteur obtient plusieurs zones colorkes indiquant la presence de diffkrentes fractions 
qu’il n’a toutefois pas examinkes. Pour Bviter un effet de filtration, il secoue les solutions 
& chroniatographior afin de dhtruire des agrkgats Bventuels2). RBcemment Meyer  & Feng3) 
ont htudik la sbparation s6lective des fractions d’amidon sur papicr. 

Difjiculth de la me’thode. 
Le premiere difficult6 que rencontre I’adsorption sblective, SUP 

colonnes, des fractions de l’amidon. provient de ce que ces fractions 
ne diffPrent que par leur structure, ramifiPe ou non. Elles ne posskdent 
aucun groupe spkcialement actif, si l’on excepte l’acide phosphorique 
lii? en tr&s faible quantitk (0,2 yo) B certaines amylopectines. De plus, 
leur polydispersitt: est telle (PM 5000 -300 000) qu’il est fort probable 
qu’il y a une plus grande ressemblance entre amyloses et amylo- 
peetines de m&me poids mol4eulaire qu’entre deux polysaecharides 
du meme type, niais de poids mol(5culaire fortement diffPrents. 

On ne peut travailler a une concentration d’amidon supkrieure a 
0,3 7;. En effet, dPs qu’on augmente celle-ci, on provoque la formation 
d’agrkgats qui superposent aux reactions d’aclsorption des phhombnes 
de filtration des particules trop grosses, ce qui entraine des pertes 
lors de la chromatographie. Ces pertes sont du reste difficiles B Gviter 
puisque certaines fractions d’amyloses de poids mol4culaire b led  
rktrogradent m h e  en solution dilu6c et yu’une fois f ides  a11 haut 
tie la colonne, ces fractions ne peuvent plus Btre klu6es. 

Par ailleurs, l’oxyde d’alurninium montre une affinitB relative- 
ment faiblc pour l’amidon, ce qui nPcessite l’emploi de colonnes im- 
portantes, m6me pour chromatographier de petites quantitds d’amidon. 

Enfin Ic choix d’un solvant et d’un 6luant adkquats est limit4 
par plusieurs facteurs. L’eau rGagit gdnkralement fortement avec les 
adsorbants (oxytles et silicates d’aluminium, Magnesol, etc.) ; la 
nature du tampon, celle de la solution, 1’Ptat de division de l’sdsorbant 
et la pr6sence Pvent uelle d’impuret6s influencent considPrablemerit la 
marche tle l’op@ration4). Les solvants organiques rdagissent souvent 
avec l’amiclon et empkhent presque toujours une analyse directe des 
fractions par l’iode. 

Me‘thodes. 
Produits de ddpart : Nous avons 6tudiB d’abord le fractionnement chromatographique 

de melanges artificiels, en proportions t r h  var es, d’amylose et d’amylopectine de tapioca, 
puis celui d’arnidons totaux de tapioca, dc m s et  de pomme de tcrre. 

l) X. Ulmann, Kolloid-Z. 116, 10 (1950); 123,105 (1951); Bioch. Z. 321, 377 (1951); 

z, R. 0. Ilerzog, 0. Krathy 8. E. Petertil, Trans. Faraday Soc. 29, 60 (1933). 
3, K.  H. Meyer &! C .  P. Feng, Helv., Q paraitre. 
4, Tc’. Koschara, Z. physiol. Cli. 239, 89 (1936). 

Satnrwiss. 37, 309 (1950). 



Volumen XXXVI, Fasciculus IV (1953) - Xo. 100. 81 3 

a) Les amidons de tapioca et de mais, degraisses Q l’acetone froide, sont fractionnes 
selon les methodes de Meyer & Rathgebl) et  de Schochz). L’amylopectine obtenue est puri- 
fiCe sur de l‘acide stearique selon M e y w  & Gibbons3). Des suspensions aqueuses B 0,5% 
de cette amylose et  de cette amylopectine respectivement sont autoclavees 2 h. a 1090, 
puis traitees 10 min. au ((mixing blendor)). On ajoute aux solutions 0,25% de soude et  
on les conserve Q 4O. Pour realiser les melanges desires, des quantites convenables de ces 
solutions ont 6th m6lang6es au moment de l’emploi. 

b) Des suspensions aqueuses ti 0,5% des amidons de tapioca, de mays et de pomme 
de terre sont autoclavees et  traitees comme sous a), mais employees comme des amidons 
totaux. 

c) Au moment del’emploi on agite fortement pendant 15 min. les solutions ci-dessus, 
on les neutralise avec la quailtit6 calculke d’acide acetique dilu6 et on les dilue a l’eau dist. 
pour ramener la concentration en polysaccharides Q 0 , l  yo. 

L’adsorption s’effectue sur de l’oxyde d’aluminium trait6 prealablement par des 
solutions differentes, selon le cas. Nos tubes chromatographiques, de 20-30 cm de lon- 
gueur, sont de deux diamktres diffkrents: 0,s cm e t  1,7 cni de diamktre. On en bouche un 
cBt6 B la laine do verre degraiss6e et  on les remplit avec resp. 5 g e t  25 g d’oxyde d’alu- 
minium neutre4) en suspension, trait6 prealablement 1 h. soit par un excks d’acide chlor- 
hydrique Q 0,15% (resp. 40 em3 e t  200 cm3), soit par un tampon molaire, soit par de 
l’eau dist., en portant ainsi l’adsorbant au p H  desire. La hauteur de la colonne d’adsorption 
est alors de 12 cm environ. Rapport H/D (hauteur sur diamktre de la colonne d’adsorp- 
tion) 15 e t  7 resp. Le rapport P/A (polysaccharides sur adsorbant, en poids) varie de 

L’klution s’effectue avec differents tampons molaires, suivant les cas : tampon lactate 
pH 2,7; tampon acetate p H  4,8, 5,0, 5,3, 5,G; tampon phosphate p H  7,0 (0,s-m.). La 
vitesse de passagc (sans action mecanique telle trompe a eau, etc.) de la solution et  de 
l’eluant dans la colonne varie de 1 Q 2 h. par 20 cm3, volume d‘une fraction d’6lution. 

Analyse de l’kluat: on dose les polysaccharides recuperes par la methode a l’anthrone 
et on determine ensuite la proportion d’amylose et d’amylopectine Q la mkthode de 
((Blue-values (BV). 

a )  Dosage colorimetrique de polysaccharides selon la methode de Morris5) modi- 
fi6e6) : On prepare Q froid une solution ((An a 0,2% d‘anthrone’) dam de l’acide sulfurique 
ti 95%. Cctte solution peut &re conservee environ 3 semaines Q 00 dans un flacon brun. 
5 cm:’ de solution contenant de 10 ti 450 y de sucre 011 de polysaccharides sont additionnes 
de 10 cm3 de ((A)). On plonge 1’6prouvette dans de l’eau bouillante et agite la solution 
avec une baguette de verre Q extremite aplatie. Aprks 10 min. on plonge l’eprouvette dans 
1111 baiu d’eau froide et  courante. On determine ensuite l’extinction au photocolorimAtre 
avec filtre rouge, en comparaison avec un blanc sans hydrate de carbone trait4 dans les 
in6mes conditions. L’extinction obtenue est exprimee en glucose d’aprhs une courbe 
64alon. La mhthode est trks sensible. 

b) Connaissant la teneur en polysaccharides de l’eluat, on peut calcder le volume 
necessaire pour determiner la proportion d‘amylose et  d‘amylopectine dans le melange, 
selon la mCIthode de McCready & Hassids), 16gbrement modifiee comme suit: on ajonte 
0,5 em3 d’une solution contenant 0,1 yo I, et  1 yo KI ti 24,5 om3 d’une solution contenant 
0,5 nig do polysaccharides. On determine ensuite l‘extinction de la coloration au photo- 
colorimktre avec filtre rouge, en comparaison avec un blanc sans amidon. L’extinction 

4.10-4 a 20.10-4. 

l) K.  H .  Meyer & P. Rathgeb, Helv. 31, 1533 (1948). 
2, T. J .  Schoch, Adv. in Carbohydrate Chem. I, 247 (1945). 
3, K.  H.  Meyer & G. C. Gibbons, Helv. 33, 210, 213 (1950). 
4, De la Maison Woelm, Eschwege (Allemagne). 
5, D. L. Morris, Sci. 107, 254 (1948). 
6 ,  E:d. H .  Fischer & Laure Roht& Helv. 34, 1129 (1951). 
7, Iz. Dreywood, Ind. Eng. Chem. (Anal. Ed.) IS, 499 (194G). 
s, R. M .  McCrmdy & IY. 2. Hassid, Am. SOC. 65, 1154 (1943). 
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obtenue est exprimke en % amylose-amylopectine d’aprh une courbe de r8fi:renre. Celle-ci 
varie avec chaque type d’amidon. Sensibiliti: de la mbthode: & 1 yo amylose-amylopectine. 

Notons quo lors de la chromatographie, on obtient des fractions d’amylopectine pure 
qui donnent un BV nettement infhrieur L la valeur fournie par la courbe de reference, 
ce qui montre bien l’inhomog6nt:iti: de l’amylopectine preparee selon Schoch. 

Re‘vJtation: A la fin de chaque opi:ration, les colonnes Blukes ont encore BtB traitPes 
par une solution 4400 d‘iodc, comme contrale, ce qui ri:v&le les fractions non 61u6es. Cette 
mi:thode rapide ne donne pas des indications trks exactes, car la coloration n’est pas une 
fonction linesire de la quantite en polysaccharides, c t  ni son intensitt: ni sa nuance ne sont 
identiques pour l’amylose et  l’amylopectine. De plus ces diffkrentes couleurs ne se dis- 
tinguent pas toujours dans la colonne par des zones ou limites bien nettes. 

Les re’sultats. 

1. Des essais effectue’s dans les conditions d’ Ulnbannl )  (colonne 
pH 3’5 ou p H  7,0, H/D = 15, P/A = 20 avec des melanges 
d’amylose et d’amylopectine de tapioca en proportions variant 
de 10 a 10% ont montrB que la quantitt5 d’adsorbant prescrite est 
insuffisante pour la colonne acide puisqu’une partie de l’amidon n’est 
pas retcnue. Par la rdvelation a l’iode, on n’obtient qu’une faible 
diffkrence entre les melanges amylose/amylopectine 1 : 9 et 9 : 1 pour 
les denx pH de l’alumine. Tout ce qu’on peut dire, c’est que l’affinite 
de l’adsorbant neutre pour l’amidon est la plus forte. 

2 .  Irtfluence du p H  de la colonne et de l ’dluant. Augmentant la 
quantitB d’adsorbant et travaillant dans les conditions suivantes : 
P/A = 4.10-4, H/D = 7 ,  colonne p H  3,s’ 5’0 et 7,0, chromatographie 
des mBlanges d‘amylose et d’amylopectine de tapioca, Blution par 
des tampons a pH 4,s -7,O et par de l’acide chlorhydrique B, O,l5 yo, 
nous avons obtenu les rbsultats consign& dans le tableau 1 (voir 
aussi fig. 1). 

Tableau 1. 
Chromatographie de mhlanges artificiels d’amylose et d’amylopectine de tapioca. 

Colonne e t  kluant & diffkrents pH. - - 
Rksultat Traitement de Elution par Fractions 

la colorme 

tampon pH 4,s 
tampon pH 5,3 

1 &paration bonne 

H,O dist. I 
I 1 tampon pH 5,6 separation 

9 I trds incomnlkte 
tampon pH 5,6 20 
0,02-m. 
tampon pH 7,O 

- 
Fig. 

l b  

l c  

l )  M .  Ulmnnn, Kolloid. Z. I16,lO (1950); 123,105 (1951); Bioch. Z .  321, 377 (1951); 
Naturwiss. 37, 309 (1950). 
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La rneilleure separation est rBalisBe par adsorption sur colonne 
neutre et klution B pH 4,8 ou 5’3 (tampon B concentration molaire). 
L’amylose est BluBe plut6t par un tampon acide, tandis que l’amylo- 
pectine est mieux entrainee par un tampon de pH plus Blevd, mais 
1’Blution est alors fortement retardde (fig. lc). On est limit6 d’ailleurs 
dans le choix d’un tampon alcalin par le fait qu’au-dessus du pH 8, 
le passage de 1’Bluant devient trop lent. Notons encore qu’un tampon 
B faible molarit6, p. ex. 0,02-m. au lieu de 1-m., n’est pratiquement 
plus capable d’6luer l’amidon. 

Rksultat 

Fig. 1. 
Chromatogrammes du mBlange 60% amylose/40% amylopectine de tapioca. 
Colonne neutre, Blution & diffkrents pH: a )  p H  4,8 b) p H  5,3 c) pH 5,6 

amylose. -+- amylopectine. 

Malgrd toutes les prBcautions prises, il y a pendant la chromato- 
graphie une retrogradation considerable et constante de 15 -20 yo 
de l’amylose. Par Blution prolongke, on ne peut recupher totalement 
que l’amylopectine. 

3 .  Les conditions favorables Btablies (colonne neutre, H/D = 7, 
Blution a pH 4,8 et ensuite B pH 7,O)  ont BtB appliqukes B la chromato- 
graphic de Pamidon de ma% naturel, contenant 1 7 %  d’amylose. Le 
tableau 2 montre les rdsultats obtenus par la variation du rapport P/A. 

Tableau 2. 
Chromatographie de l’amidon de mais sur colonne neutre. 

Variation du rapport P/A. 

Fig. 

-- 
4.10-4 

4.10-4 

l e  Blution par 

tampon pH 4,8 
tampon pH 4,8 

tampon p H  5,3 
tampon pH 4,8 
tampon pH 4,8 

Frac- 

10 

TI l- 
8 1 tamponpH7,O 
6 

separation bonne I 
2me 6lution 
inefficace 
separation bonne 
&paration bonne I 2 b 
aucune separation 1 2 c 

Les chromatogrammes A rapport PjA de 4 ~ 1 O - ~  k 8-10-4 mettent 
en Bvidence une bonne separation selective. La fig. 2 montre nette- 
ment que l’amylopectine de mafs est BluBe plut6t par un tampon 
neutre, comme e’ktait le eas pour l’amidon de tapioca. La separation 
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devient de moins en moins marquee au fur et h mesure qu’on augmente 
le rapport P/A. 

h 

57% 
n 

Fig. 2.  
Chromatogrammes de I’amidon de niai‘s. Variation du rapport P/A: a) P/A : 4.10-4 

--+ B 6lution B pH 7,O. 
b) P/A ~ 8.10-4 C) P/A = 16.10-4 

-+ A 6lution h pH 4,s. 

On remarque ensuite une sirparation de l’amyloprctine. Aprh  
20 fractions d’6lution B 30 em3 on trouve 6 xous-fractions hien dis- 
tinctes, 4 dans lcs Bluats et 2 restires dans la colonne (rkvelation 
h, l’iode). Les trop faibles quantitks des sous-fractions klu4es (0’4 - 
1 , O  mg) ne nous ont pas encore permis la dktermiriation de leurs 
caractkristiques (poids mol6culaire, degrd de ramification, ddgradation 
amylatique, etc. ) . 

Cette inhomogknkit6 de l’amylopectine a d’ailleurs B t B  trouvPe 
rbceniment au moyen d’autrc mdthodes par Meyer d3 SetteZel). 

-+ C rCv6lation h l’iode. 
aniylose. arrij lopectine. 

l )  K. H .  Meye? d. 11.’. Settele, Helv. 36, 197 (1953). 
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4. Pour confirmer ce fractionnement de l’amylopectine, nous 
avons soumis B la s6paratio.n chromatographique Pam ylopectine ((pure )) 

de maas (prkparke selon Schoch), dans les conditions les plus favorables, 
4tablies ci-dessus. Cette operation nous a fourni trois sous-fractions 
assez semblables a eelles obtenues par la chromatographie de l’amidon 
entier, mais tout de meme non identiques, ce qui permet de conclure 
qu’il y a pendant l’opkration une interaction entre les deux composants 
de l’amidon. 

Un fait tres remarquable est que la troisidme fraction d’6lution 
contient 9 yo amylose c6tk de 91 yo amylopectine, ce gui prouve que 
l’amylopectine prkparee selon Bchoch et purifi6e sur de l’acide stka- 
rique, n’est pas cxempte d’anzylose (environ 1 % d’amylose) et que 
par chromatographie sur alumine, on peut dkceler et skparer m&me 
cie petites quantites d’amylose contenues dans une amylopectine. 

5. La chromatographie des amidons de pomme de terre et de tapioca, 
contenant 20 yo de l’amylose, a 6t6 effectuke dans les conditions 
suivantes: colonne neutre; P/A = 4-10-4; 1” hlution h, pH 4,8 
(6  fractions), 2”“ 4lution B, pH 7,O (10 fractions); H/D = 7. 

frations d’e7uhhn 

Fig. 3. 
Chromatogranime de l’amidon de pomme de terre. 

amylose. -.-.- amylopectine. 

Les chromatogrammes de l’amidon de pomme de terre ressem- 
blent au debut a ceux de l’amidon de mays. La separation est bonne 
et on trouve de nouveau plusieurs sous-fractions de l’amylopectine, 
soit trois qui sortent de 1s colonne et une quatridme qui ne migre pas 
m&me aprBs elution kpuisante. 

Les chromatogrammes de l’amidon de tapioca au contraire sont 
plus complexes. Pour la premiAre fois, nous revelons par fractionne- 
ment chromatographique une inhomogknkitk de l’smylose, puisqu’on 
klue deux sous-fractions, dont la dernibre accompagne les deuxikme 
et troisi6me des quatre sous-fractions de l’amylopectine observees ici. 

52 
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Cette observation semble confirmer pour l’amidon de tapioca 
les rksultats de Iierr & Clevelawdl) qui, par des d6gradations pamy-  
latiques et amylo-glucosidasiques des (( amyloses )) de tapioca et de 
pomme de terre, concluent B l’existence ((d’amgloses~ a une ou deux 
ramifications. 

Fig. 4. 
Chrotnatogranime de I’amidon de tspiora. 

;imy1osc. - amylopec.tine. 

La chromatographie des amidons de pomme de terre et de mais 
par contre ne nous a fourni qu’une seule fraction d’amylose, re qui 
concorde plut6t a i  ec 1’hypothPse de Meyer & co11.2), selon laquelle 
les amyloses de pomine de terre et de mays sont uniquement linbaires. 
L’amidon de mais en particulier donne par chromatographie une 
seule fraction d’amylose trPs serr6e. 

SUMMARY. 
1. Synthetically prepared mixtures of tapioca amylose and 

amylopectin, as well as natural starches of maize, potatoe and tapioca 
were studied by means of chromatographie fractionation on alumina 
columns in aqueous medium. 

2. The affinity of neutral alumina for the constituents of starch 
is stronger than that of acid alumina. It remains relatively weak in 
eithcr case. 

3 .  Amylose is best eluated by an acid buffer and gives a single, 
sharp fraction. With amylopectin, the best results are obtained with 
a neutral buffer, which affords several fractions. 

4. The eluated fractions are analyzed by colorimetric cieter- 
mination of the polysaccharide content and of the proportion of 
amylose and amylopectin. 

5. Colour development by iodine gives approximate indications 
which are only of value as control. 

l)  R. W .  Kerr & 3’. C .  Cleuelund, Am. SOC. 74, 4036 (1952). 
z, K.  H .  &!eyer, P .  Hernfeld & 1Y. Wertheim, Helv. 24, 378 (1941). 
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6. Favorable conditions for a selective separation of the two 
constituents of starch are determined. 

7. The amylopectins have been separated into several sub- 
fractions. The amyloses on the other hand have yielded only one 
fraction, except in the case of tapioca amylose, where two subfractions 
are obtained. 

Laboratoire de chimie organique de l'Universit6 
de Genkve. 

101. Synthese und analgetische Wirkung 
einiger 4 -Phen yl- piperidin - (4) - alk ylsulfone. 

von J. Biichi, M. Prost, E. Eichenberger und R. Lieberherr -7. 
(18. IV. 53.)  

2. Wtteilung 

A. Einle i tung .  
In unserer 1. Mitteilungl) beschrieben wir die Synthese und 

analgetische Wirkung Dolantin-ahnlicher Sulfone I. Die Darstellung 
entsprechender C l i rad  o n-artiger Verbindungen I1 sollte uns den 
Einfluss der m-Oxygruppe im Phenylring auf die pharmakologische 
Wirkung in der Reihe dieser Sulfone zeigen. Den11 fur Cl i radon (111) 
war durch die Einfuhrung der m-stiindigen Hydroxylgruppe eine 
Wirkungssteigerung gegenuber den B emidonen erzielt w ~ r d e n ~ ) ~ ) ~ ) ) .  
Ausserdem war der Einfluss der 2J-Substitution auf die andgetische 
Wirkung zu uberprufen. 

48-proz. HBr 1 
OH 

1) M .  Yrost, Dim. ETH. Zurich 1952; Buchi, Prost, Eichmberger & LiebrrhPrr, 

2) Kagi & Miescher, Helv. 32, 2489 (1949). 
3) Awison & N o r r i s m ,  SOC. 1950, 1469. 
4) BIOS, No. 116, 51, 55, 57, 65. 

Helv. 35, 1527 (1952). 




