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La série des inulides du Topinambour (Helianthus tuberosus) peut-étre 
séparée en chacun de ses Constituante de degré de polymerisation de 1 
ä 20 environ par Chromatographie sur gel de silice en solvant: w-butanol— 
—éthanol—eau, ä une temperature voisine de 50°C. Les oligosaccharides 
séparés sont dosés automatiquement et ď une maniere continue ä la sortie 
de la colonne. II est probable que la méthode pourra étre étendue ä la separa
tion de series ď oligosaccharides divers de degré de polymerisation égal ou 
plus grand que 20. 

A series of inulides from the Jerusalem artichoke (Helianthus tuberosus) can 
be separated in its individual components of degree of polymerization 
from 1 to 20 by using the chromatography on silica gel with a solvent system: 
n-butanol—ethanol—water at a temperature near 50°C. The separated oligo
saccharides are determined automatically and continuously at the outlet 
of the column. This method might be extended and used for the separation 
of a series of different oligosaccharides with a degree of polymerization 
equal or exceeding the value of 20. 

Les inulicl33, gluc3frucfcosanes de formule generale: 0-a-D-glucopyranos3d(l->2)-
-[/9-D-fructofuranosyl(l->2)]?r^-D-fructofuranoside forment une série homologue de 
termes et ne different entre eux que par le nombre de radicaux fructosyl. Dedonder [1] 
et Edelman et coll. [2, 3], par la Chromatographie sur papier selon Partridge [4] 
et Hough et coll. [5] ont analyse cette série dans le Topinambour. Nous avons cherché 
á en séparer préparativement les termes jusqu'ä un D. P . * le plus élevé possible. 

Dedonder [1] a prepare les cinq premiers termes de la série sur une colonne de 
cellulose. Les colonnes de charbon et kieselguhr selon la technique de Whistler 
et Durso [6] conviennent pour les osides de D. P. inférieur á 5. Edelman et coll. [2] 
les ont utilisées pour séparer les monosaccharides et les petits inulides du Topinam
bour. Plus récemment, Pontis [7] a séparé sur une colonne de gel d'acrylamide (Bio
gel P . 2) les premiers termes des inulides du Dalhia jusqu'á un D. P . de 10 environ. 

Sur couche mince de silice, Nash Huber et coli. [8] ont séparé les 35 premiers 
maltooligosides montrant ainsi que le gel de silice permet de fractionner des osides 
de D. P . relativement élevé. Aussi avons-nous choisi comme support le gel de silice, 
en le m e t t a n t dans une colonne afin de séparer des quantités ponderables d'inulides. 

Communication presentee au colloque franco-tchécoslovaque sur la Chimie et la Bio-
chimie des Glucides, Smolenice (Slovaquie), 29. Septembre — 4. Octobre 1969. 

*D. P. = degré de polymerisation (fructose = D. P. 1, saccharose = D. P. 2, kes-
tose = 1-F fructosyl-saccharose = D. P. 3...). 
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Materiel 

Le dispositif utilise est représenté par la figure 1. Б est constitué a) d'une colonne 
alimeiitée par un melange de solvants dont un dispositif mélangeur permet de varier 
la composition suivant un gradient defini, b) d'un dispositif de dosage automatiqiie 
du fructose en continu*. 

manometre 

enreqistreur colorimětre 

Fig. 1. Schéma du dispositif experimental. 
Lcs debits a ľentrée de la pompe proportiomiante sont exprimés en ml/mn. 

La colonne en verre pyrex est cylindri que, de dimensions 1 X 20 cm ou 1 X 40 cm, 
sel on les experiences. Elle est maintenue ä temperature constante par ime jaqiiette 
d'eau. On remplit la colonne avec line suspension épaisse de gel de silice** dans 14au. 
On lave la silice par quatre volumes d'eau distillée dégazée, puis par quatre volumes 
du melange de solvants contenu dans le flacon mélangeur. La colonne est alois přete 
a ľemploi; on depose a son sommet le melange ä analyser et on la relie á son dispositif 
d'alimentation. Celui-ci est constitué d'un flacon reservoir et d'un flacon mélangeur 
dans lequel le volume de solvant reste constant. Le solvant éluant est un melange de 
w-butanol, ďéthaiiol et d'eau different dans le reservoir et dans le mélangeur. On obtient 
ainsi un gradient de concentration exponentiel pour chacun des Constituante du melange 
alimentant la colonne. Le solvant du mélangeur est aspire par une pompe* qui ľ inject с 
au sommet de la colonne avec un debit constant. 

* Autoanalyseur TECHNICON de Technicon Corporation Ardsley, New York. 
N. Y. 10502, U. S. A. 

** Gel de silice G (Ref. 7731) E. Merck A. G. Darmstadt: Avant ľemploi, nous 
ľavons décanté, mis en suspension dans HCl 12 N ä temperature ordinaire, lavé a l'cau 
distillée et dégazé par ebullition. 
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La sortie do la colonne est reliée a ľentrée d'iin dispositif de dosage automatique 
en continu* monté pour utiliser le dosage du fructose total décrit par Моё et coll. [9]~ 
Une aliquote de ľéluat у est mélangée a une solution a 400 mg/l de résorcinol dans 
HCl 12 N. Aprěs passage pendant environ 13 mn dans un bain-marie a 80°C, ľintensité 
de la coloration est lue en continu ä Я = 520 nm. La presence de n-butanol et ďéthanol 
ne modifie pas ľamplitude du signal obtenu. 

Partie experimental 

Le melange de glucofructosanes utilise au cours de се travail est prepare ä partir de 
tubercules de Topinambour récoltés au debut du mois de Novembre et conserves л 
— 20°C. On extrait par ľeau ä 100°C les inulides des tubercules coupes en tranches fines-
La solution obtenue est partiellement puriŕiée par une defecation au sulfate de zinc 
et á la baryte et par im passage sur résines échangeuses d'ions. 

On depose la solution des inulides ä séparer sur un disque de papier filtre de merne 
diamétre que la colonne et on séche le disque dans un courant ď air chaud. Le disque 
de papier est alors placé au sommet de la colonne. 

Pour une experience type, 2,4 mg ďinulides ainsi prepares ont été chromatographies 
sur une colonne de dimensions 1 x 40 cm, maintenue ä une temperature de 51 ± 1°C. 
On a fait migrer les inulides avec un solvant progressivement appauvri en n-butaiiol,, 
obtenu en remplissant le mélangeur avec 360 ml du solvant: w-butanol — éthanol — eau :: 
: 75,3 — 5,9—18,8 (v/v) et le flacon reservoir avec le solvant: n-butanol — éthanol — 
— e a u : 44 — 20 — 36 (v/v). On a fixé la vitesse ďécoulement du solvant ä 1,2 ml/mn. 
Cette Chromatographie ďune durée de 15 heures a consomme environ 1,1 litre de sol
vant. Le résultat en est donné par la figure 2a; il у apparait que les 20 premiers termes. 
de la série des glucofructosanes sont séparés par cette méthode. 

Au cours d'une autre experience, nous avons Chromatographie 2,7 mg ďinulides sur 
une colonne de 20cm, avec dans le flacon reservoir le solvant: ??-butanol — éthanol — 
—eau : 44 — 30 — 26 (v/v). (Toutes les autres conditions étant celieš de ľexpérience type.) 
Cette Chromatographie, dont le résultat est reproduit ä la figure 2b a dure 8 heures et 
consommé environ 600 ml de solvant. 

Nous avons realise un gradient plus lent en remplissant le flacon reservoir de solvant:: 
n-butanol—éthanol—eau : 57—14—29 (v/v) et le mélangeur, comme dans lcs ex
periences precedences, par: 360 ml de се solvant dans les proportions: 55,3 — 5,9—18,8. 
On constate alors un ralentissement de la Chromatographie: il faut environ 500ml de 
solvant pour éluer les 8 premiers termes de la série. Ľécar t entre les sommets des pics 
de ľenregistrement augmente progressivement au cours de la Chromatographie et les. 
pies s'étalent. 

Si, au contraire, ľélution se fait avec un solvant ой la concentration de butanol baisse 
rapidement (reservoir contenant un melange: éthanol —eau : 19—81 (v/v), le mélangeur 
étant rempli comme précédemment), 250 ml environ de solvant suffisent á éluer les. 
15 premiers termes et ľenregistrement présente un chevauchement des pics. ft 

Discussion 

Pour séparer completement les premiers termes de la série étudiée, il faut im 
solvant t res riche en тг-butanol. Ce solvant, entraínant mal les inulides de D. P . 
supérieur ä 4, nous ľavons progressivement appauvri en тг-butanol au cours du 
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Fig. 2. Chromatogrammes d'extrait glucidique de tubercules de Topinambour. 
Lo premier pic ä gauche represente le fructose, le deuxieme le saccharose, etc. 

Les nombres figurant sous les pies indiquent le D. P. 
a) Gradient: n-butanol—éthanol —eau, de : 75,3 —5,9—18,8 ä 44—20—36. 

Colonne: longueur 40 cm, diametre 1 cm, temperature 51°C. 
Débit 1,2 ml/mn, charge 2,4 mg. 

b) Gradient: n-butanol—éthanol—eau, de : 75,3 — 5,9—18,8 ä 44—30 — 26. 
Colonne: longueur 20 cm, diametre 1 cm, temperature 51°C. 

Débit 1,2 ml/mn, charge 2,7 mg. 
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développement de la Chromatographie. Pour conserver une relative equidistance 
entre les pics, la concentration de w-butanol doit baisser plus rapidement au debut 
de la Chromatographie qu'á la fin; e'est pourquoi nous avons choisi le dispositif 
ä gradient exponentiel décrit plus haut . La concentration de w-butanol en fin de 
Chromatographie devra tendre vers des valeurs de ľ ordre de 40 á 45 volumes pour 
100 volumes de solvant. 

Le solvant du mélangeur doit etre aussi pauvre que possible en éthanol pour 
obtenir la separation des premiers inulides. Si on remplit le flacon reservoir avec 
im solvant ou une partie de ľeau est remplacée par de ľ éthanol, on réduit nette
ment la durée des chromatographies tout en ne diminuant que légerement la qualité 
des separations. 

Une colonne de dimensions 1 x 20 cm permet la separation complete des 20 pre
miers inulides, pourvu que la quantité de melange á analyser n'excede pas 4 m g : 
en doublant la longueur de la colonne, sans changer les autres conditions, on multiplie 
la durée de la Chromatographie par u n facteur d'environ 1,2 et on améliore la quali
te de la separation, сэ qui permet de porter á 7 mg la charge maximale. Au-dela 
de cette charge, les pics se chevauchent mais ne semblent pas former de trainees. 

La temperature de la colonne conditionne assez étroitement la qualité de la sepa
ration. Si on opere ä 47°C ou ä 57°C au lieu de 51 °C, les separations sont nettement 
moins bonnes. 

Sur la figure 2a apparaissent des épaulements ou des pics surnuméraires, peut-
-Atre dus ä des fructosides differents de ceux de la série principále des inulides. Nous 
n'avons pas encore analyse ces produits mineurs qui sont mal séparés de la série 
principále par not re technique. 

La méthode proposée ici n'est pas exempte de difficultés. Tout ďabord, la repro-
ductibilité des résultats n'est pas parfaite. E n effet, la qualité des separations est 
třes largemsnt fonction des propriétés du gel de silice qu'il est difficile de repro
d u c e exaetement. De plus, le gel de silice possede une capacité cľabsorption rela-
tivement faible. Enfin, le pouvoir separateur est sensible á de faibles variations 
de la composition du solvant éluant. 

E n dépit de ces inconvenient s, cette méthode présente des avantages certains. 
Elle est rapide. Elle est aussi třes séparante, permettant d'isoler des termes de 
D. P. élevé en quanti té süffisante pour étudier les caractéristiques et les propriétés 
de chacun d'eux. Elle permet, de plus, de controler et de corriger la qualité de la 
separation en cours ďexpérience. Enfin, il est possible probablement de ľétendre 
ä d'autres series ď oligosaccharides homologues. 
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