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(Rcqu le IO mai 1968) 

SUMMARY 

Clzromatogra$hic resolution of racemates on natural o$tically active ion-exchangers. 
I. Resolution of racenzic bases on $ollygaLactacronnic acid 

It has been shown experimentally that chromatographic resolution of racemic 
bases on polygalacturonic acid is possible according 
equations : 

(1) 
i 

(4 ( 
(3) 

i 

R~NI-I:, + EIOOCRB + R,NEII,~OOCR, 

RrNI-&, + HOOCRg + RTNEII,*OOCR, 

R8NH,.00CRB + NH, z+ RBNN, + 

R,NEC,* OOCRg + NH, + RrNH, ?- 

RBNEI,C1 + NaOOCRB + RtlNH,OOCRs + 

RrNM,C1 + NaOOCR, z+ RrN13,00CR, + 

to any one of the following 

NEI,OOCR, 

NH,OOCRp 

N&l 

NaCl 

It was found that the degree of swelling of the polygalacturonic acid in the 
system water-methanol-ether strongly affects the effectivity of the resolution. The 
latter increases as the degree of swelling increases, reaching its highest value at an 
optimal swelling of 20-25 ml/g. 

INTRODUCTION 

Un grand nombre de publications traitent .de l’utilisation d’adsorbants naturels, 
optiquement actifs, pour la separation chromatographique de racemiquesl-3. En ce 
sens, l’amidon* s 6, la cellulose”-o, certaines substances protdiques, et d’autres composes 
optiquement actifs, le quartz, etc., ont Bte utilises avec,succ&s. 

En outre, differents echangeurs,.d’ions optiquernent actifS 11’ ont et6 synthe- 
tises et utilises au tours des dix dernieres annees, pour s&parer la lysine, l’acide 

Jt Chromatog.,:37 (Ig68) “-97-303 



29s CHR. KRATCHANOV, M. POPOVA 

mand&lique, et d’autres racdmiques - cependant - jusqu’a p&sent les poly&ctro- 
lytes naturels, telles les substances pectiques (et plus sptkialement l’acide poly- 
galacturonique) et l’algine, n’ont pas attire l’attention des rechercheurs. Mais les 
susdits produits &ant accessibles et d’homog&StG chimique relativement grande, 
nous les avons jug&s t&s utiles pour separer chromatographiquement des bases 
rackxiques. 

Jusqu’ici un seul essa.P a Btt5 publie sur ces etudes, leur auteur ayant utilise 
de la chitine deac&hylis&e en guise d’anionite optiquement active. 

Dans une communication preliminaire13, nous avons posh les conditions qui 
favoriseraient l’usage d’&hangeurs d’ions optiquement actifs pour le dedoublenzent 
chromatographique de bases ou d’acides racemiques. 

RAPPEL THfiORIQUE 

En nous basant sur des considerations theoriques d’ordre general nous avons 
pu admettre que la r&solution chromatographique d’une base racknique (RSNM, + 
RrNH,) pourrait $tre realisee sur les cellules &mentaires (R&OOH) de l’acide poly- 
galacturonique, selon les reactions suivantes : 

(1) 
i 

(4 1 
(3) 

1 

RsNH, 

RrNH, 

RBNH,*OOCR, 

RrNH,* OOCR, 

RaNI-I&l 

RpNI-1,Cl 

+ HOOCRB z+ RBNH,*OOCRg 

+ HOOCR, + R,NH,.OOCRs 

+ NI-I, T_ R,NH, + NH,OOCRg 

+ NH, -r RrNH, + NH,OOCR, 

-t- NaOOCR, + RBNI-I,OOCRg + NaCl 

+ NaOOCR, + RrNH,OOCRg + NaCl 

En principe,. il est possible d’etablir des conditions assurant diffhrents com- 
portements des deux antipodes du melange rac&nique pour chacune des reactions. 

Nous avons exp&imentalement confirme cette hypothese. 

PARTIE EXPtiRIMENTALE 

Matdriel. 
Nous avons effectual des’ chromatogrammes sur colonne, utilisant l’acide poly- 

galacturonique, obtenu de moelles d’Helianthus a g6 y0 de pureW4, dont le degr4 de 
gonflement dans le systeme eau-m&l~anol-4tl~er depend des rapports de ces trois 
cornposants au tours .du traitement prealable de l’acide polygalacturonique et se 
traduit par le volume (en ml) d’un gramme d’acide polygalacturique. 

Bases odilisc%s 
( 4 ) -Ehrf?o C,H,* CH(NH,) l CH(C,H,) *COOCH,. 

(&)-hytlrro~ C,H, * CH(NH,) * CH(C,H,) .COOCH, 
: +1-I,, 

,. 

I-l& 

‘W- tlii-40 H A 

CH, 

& H-CH(C,H,); COOCH, (ritalinc) 
,‘\NH/ ‘, 

(1) 
” (II) 

(III) 
.’ 
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Essais I-VII (Tableaux 11 et III). Dans la colonne remplie d’acide poly- 
galacturonique au juste degre de gonflement nous avons introduit la base sous forme 
de solution diluee dans du methanol-ether (I : x). Nous avons recueilli de deux a sept 
fractions d’eluats; ensuite nous avons fractionne la colonne elle-m&me en deux B trois 
fractions que nous avons extraites avec de l’acide chlorhydrique (I yO dans du 
methanol). Nous avons ensuite neutralis avec du bicarbonate de sodium solide et 
fait Bvaporer le solvant. A fin d’eliminer les traces d’acides polygalacturoniques 
eventuellement entrain&es nous avons trait6 les residus avec ml de bicarbonate de 
sodium (5 %). La base a et& alors extraite javec de l’ether. Une fois l’ether 6vapor6, 
les residus ont et& dissous B chaud dans de l’hexane (ro ml)’ et filtres. Ap&zs la filtra- 
tion l’hexane a et6 &vapor& Les substances basiques skhes obtenues ont et6 dissoutes 
dans S-IO ml de chloroforme et leur activite optique a et6 mesuree avec un polari- 
metre “ Jouan”. Les conditions experimentales de chacune des chromatographies 
realisees sont report&s sur le Tableau I. 

TARLEAU I 

CONDITIONS EXPlkRIMENTALES 

Numb0 de I’essai 

I II III IV Tr VI VII 

I25 
II 

120 

II 

I.1 

IO 

015 

120 

14 

115 110 125 

IS I5 19 

2.3 

5 

0.5 

0.85 

23 

Hauteur du remplissage de la 
colonne (mm) x25 

Diam&tre de la colonnc (mm) 14 
Poids de l’acije polygalacturonique 

dans la colonnc (6) s.2 f.1 0.85 2.2 

Ddgrd de gonflement de l’acide 
polygalacturonique (ml/& 3.5 27 23 14 

Base racdmique ajoutde (6) 
0.5 0.5 O-5 0.5 

’ 
au melange de m&hanol- 
&her, I :I (ml) IO0 100 100 100 roe IO0 

Vitesse de 1’0lution (ml/h) 35 35 35 35 100 170 
Volume de diffbentes fractions 

Bluats (ml) I 50 100 100 100 100 200 

II 
;: 

420 100 90 100 600 
III 100 50 100 350 
IV 50 - 80 50 100 - 

vv* - 
125 90 100 100 - 

- - - 100 

VII - - - - 
40 -- ,. 

0.5 
IO0 

35 

100 

100 

80 

20 

70 
- 
- 

I, 

Essai VIII (TabZeazb IV). Nous’ avons dissous dans 5 ml d’un inklange de 
methanol (85,0/O)-6tl~er (I : r) de la base I-’ mQlangee ZI, 0.5 g d’acide polygalacturonique 
en poudre. Vingt-quatre. heures apres le sel’ obtenu a 6% ‘introduit dans ,la$ colonne 
chromatographique (diametre 18 mm) prealablement remplie de 4 g d’acide, poly- 
galacturonique au degre de gonflement de 17 ml/g. ‘. : ., : .‘. ; 

Une solution de methanol-&her (I : I) a et&, utilisee comme .solvant. La colonne 
&kit de zgo mm;’ Nous avqns 81~6. avec de l’ammoniaque .(o.I, %). dilue. dans .&.r 
m&hanol-&her (I: I)' [45 ml ;de m&hanol (85 %),. 50 .rnl’ d’ether; 5 ml, d’eau .am- 
nloniacale (2 Ojo)]. Vitesse de l’elution : ,170 ml/heure+ Nous.avons recueilli& fractions 
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TABLEAU 1’1 

RFFETS DU DEGR& DE GONFLEMENT SUR L’EFFICACITk DE LA SltPARATION 

I 
DegrE de gonflement = 3.5 d/g 

No. de In Poids de Ea [a]g 
fraction base darts 

la fraction 
(g) 

II III 
Degvk de gonflement = 5 ml/g Degd de gon.ement = ra mZ/g 

No. de la Poids de la [cc]gO No, de la Poids de la [oc]&~ 
fraction base dans fraction base dans 

la fraction la fV*action 
(g) -. (g) 

I 0.017 
2 o. 146 1-00.2 i-6 
3 0.045 + 0.2 
3 0.004 0.005 c-to.1 <+ 0.1 9a ;:: 

60 0.102 -0.1 

7” 0.118 - 0.2 

0.004 

0.011 t-60.3 : 

0.019 +7*3 3 
0.204 +0.1 4 

0.147 - 0.5 5 
6” 

7a 
SD 

0.005 
0.020 

0.023 

0.035 
0.036 
0.123 
0.087 
0.092 

:::; 
f5.r 
d-5.8 
f2.6 
-1.4 
- 1.3 
,- I.9 

0 Substance (base) extraite cle la colonne aprbs achkement de la chromatographie. 

de 25 ml, dont, apres neutralisation jusqu’a pW 7 avec de l’acide acetique (5 %), le 
solvant est &vapor& Les r&sidus ont 8th trait& comme clans essais I-VII. 

’ Essai IX (TabZeaziV). Nous avons fait couler 0.5 g de chlorhydrate de la base II, 
dilue dans 50 ml de methanol, a travers une colonne de 26 cm de diametre, remplie, 
jusqu’a. la hauteur de IOO mm de polygalacturonate de sodium de de@ de gonfle- 
ment de r4 ml/g. 

Le solvant utilise a 6te le methanol. L’elution a 8te realisee, elle aussi, avec du 
methanol, a la vitesse de 35’ml/h. Nous avons recueilli trois fractions de 30 ml, et une 
quatri&-ne fraction de 40 ml. La masse de la colonne a Bte divisee en deux parties, 
et nous avons procede a l’extraction de chacune d’elles avec de l’acide chlorhydrique 
(2 O/O de mkthanol),~ Les extraits et les Bluats ont Bte ensuite neutr’alis% avec du bi- 
carbonate de sodium solide. 
comme dans essais I-VII. 

RtiSULTATSETCONCLUSIONS 

Une fois le solvant Bvapore, les residus ont et& trait& 

Nous avons 8tudiB les effets du degre de gonflement de l’acide polygalacturo- 
nique dans des conditions assurant la resolution selon la reaction I. Les resultats 
obtenus sont prt%ent& dans le Tableau II. Nous voyons qu’il existe un degre de 
gonflement optimal de l’acide polygalacturonique, qui pour le systeme Bther- 
methanol-eau est de 20-25 ‘ml/g: environ:C’est dans ces conditions ‘que nous avons 
procede B la chromatographie des autres bases rac8miques. Les rdsultats obtenus 
(Tableau;III). :prouvent qu’il cst .possible de resoudre des ,bases racemiques avec de 
l’acide polygalacturoniqiie selon, la reaction: I. 

Pour Studier la deuxieme reactionnous avons effecttie la chromatographie du 
se1 de, la base ~11: avec 1’.acide polygalacturonique. La- colonne utilisee i a et6 remplie 
d’acide’ polygalacturonique (degrk de gonflement : * 17 ml/g) ; l’eluant utilisg a’ Btd 
l’ammoniaque 0.1 y. dans :dq mCthanol+&l~er.~ Les r&ultats :polarim&triques figurent 
dans le”Tabl&au IV.. 11 en r&ulte que dans.les conditions-(de la reaction 2) la separation 

‘: 
..: 

$$ 
,-I ,i: 

‘; 

,. 

:,, 
;: 

. ..’ ,., 

.., 

‘.’ 

,/ * 

L ,’ 
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., 

*.. 
W 
De@ de gonflement = 23 wtlfg 

No. de la Poids de la [cL$,~ 
reaction base dans 

la fractiovt 
(g) 

V 
DegrB de gonfe4nent = 27 ml/g 

No. de la Poids de la [cx]1,6 
fraction base dans 

la fraction 
(6) 

C 0.005 + 3-r 1 0.002 1 0,083 1-20.1 0.027 Zi.8 
5 0.047 + 3.7 

3 
0.024 +5 

c 0.013 0.024 +4*5 
i 0.021 

I1: :': 4 
0.03 1 -1-2.7 

ia 0.106 - &i 60 0.120 0 
74 o,osg - 6.G 0.081 -1.2 
s* 0.044 - 8.3 

:: 
0.089 -2.4 

I o.oojj 

J 0.083 0.047 
5* 0.021 0.013 

6a 0.106 
g: 0.089 

0,044 

+ 3.1 
+20.1 I-2 

3-10 
x1-17 

- 0.8 18a 

- 5.6 - 6.6 ::z 
- 8.3 

0.007 
0.090 
0.060 
0.04x 
0.030 
0.022 

0.012 
0.112 

0.077 

-1-5.7 
+6.7 
+ 1.8 
+I.? 

j-f.14 

+1.g 
-2.1 
-2. 8 

chromatographique des bases rac&miques est possible. 11 est intkessant de signaler 
que le pH des kluats contenant l’antipode (+) est ‘de 6.5 B, 7, mais si le pH atteint 
7.5 on est en pr&ence .d’une inversion. Ce fait permet d’admetk qu’une r&solution 
plus efficace des deux antipodes serait possible dans, la reaction 2, si le pW de l’dluan! 
&ait strictement r&ularis& 

Nous avons finjlement Btudi& les possibilit8s de r&,olution des chlorhydrates 
d’une base chimique donn& sur du polygalacturonate de sodium (r&action 3). Nous 
avons chromatograph% le chlorhydrate de la base I. Les Aultats obtenus (Tableau V) 
prouvent que, dans les conditions Btablies, une pareille r&solution est. possible bien 
qu’avec une efficacit8 moindre. 

TABLEAU III 

ESSAIS DE Slh'ARATIO~ DBSBASES RACltMIQUES I, II ET III D'APR$S LA R&ACTION I 

VI 
(&-)-tiwB0 estw (I) 

IV VII 
( rt ) -8vythro ester (II) ( f ) -Ritaline 

No. de Za Poids de la [a]gQ No. de la Poids de la [cc]“,” 

f7action base dans la , fraction base dans la 
No. de la P&d;~;sZ~a [K]$, 

f4action 
fraction (g) fraction (g) fvactiti4z (g) 

o.og2 
0.060 

.9.003 
0.002 
0.235 ._ 

a Substance (base) extraite .de la colonnc apr&s ach&vemcnt cle la chromatographie. 
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TABLEAU IV 

ESSAI VIII-Slh’ARATION DE LA BASE I D’APRBS LA R&ACTION 2 

No. de la 
fraction 

pH de l’btuat Poids de la base L-Gi? 
dans ta fraction (g) 

r-12 

13 
14 
15 
16-17 
18 
19 
20 

21 

22 

23 
24-30 

(6.5 
6.5 
6.5 
7 
7*5 
7*5 
7*5 _ 

;:; 
7*5 
7.5 
7.5 

< 0.001 

0.012 

0.019 

0.042 
0.103 
o-044 
0.051 
0.043 
0.026 
0.026 
0.017 

<o.oor 

t-1: 
+ 6.5 

$2 
-!-2 
- I.5 

,- z.5 
-23 
-18 

0 

TABLEAU V 

ESSAI IX-S&?ARATION DU CHLORHYDRATE DE LA BASE II SUR DE POLYGALACTURONATE 

No. de Ja Poids de la bass C4luo 
fhiction , dans la fraction (g) 

1-2 0.00x 

3 0.068 +30 
.4 0.x20 i-r.7 

0.038 -1.3 
0.080 -2;2 

DE SODIUM 

p Substance (base) extraite de la colonne apr&s achkement de la chromatogaphie. 
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R&SUM8 

his, auteurs montrent que la r&solution chromatographique des bases r&6- 
miquks sur l’acide polygalacturonique est rklisable selon une des r&actions suivantes : 

RFI_I, 

i 

+ HOOCRp + RBNl& OOCRs 

,, (I) 
RrNH, + HOOCRs G+ RrNF& i OOCRB 

{ 

R,NH,*OOCRB + NM, G$ RBNH, + NI-I,OOCR, 

(2) 
RrNI-ia*OOCRs -i_ NH, + I&NH~ + NH,OOCR, 

:i 

.RBNH,Cl, + NaOOCR, G+ RBNH,OOCRB -I_ NaCl 
(3) 

RrNH,Cl + NaOOCRi + RrNH,OOCRB;+ N&l 
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11s signalent, en outre, que le degrk de gonflement de l’acide polygalacturonique 
dans le systkme eau-m&hanol-&her influence fortement l’efficacit4 de la r&olution. 
11s obtiennent de meilleurs rksultats en utilisant de l’acide polygalacturonique de 
degr6 de gonflement de 20-25 ml/g environ. 
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