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INTRODUCTION

L'amidon, substance glucidique de réserve, est synthétisé par la
cellule végétale a partir de 1'énergie solaire. Il apparait dans la nature sous
forme de grains dont la taille, la forme et les propriétés trés variables, carac-
térisent 1'origine botanique, malgré les faibles variations que peuvent entrainer
des modes d'extraction différents.

La source d'amidon la plus importante est représentée par les graines
de céréales (40-90% de leur poids sec), les graines de légumineuses (30-70% de
leur poids sec) et les tubercules (65-85% de leur poids sec).

La production mondiale d'amidon est de 15 millions de tonnes, extrait
principalement i partir de mais (9 millions) et de pomme de terre (1,5 a 2 millions),
le reste provenant du blé, du riz, du manioc. La France en produit a elle seule
600 000 tonnes dont, & 1'heure actuelle, 60% proviennent du mais, 107 du blé et
307 de la pomme de terre.

L'amidon a constitué de tout temps une source énergétique indispensable
a 1'alimentation des étres vivants, en particulier 38 celle de 1'homme. En dehors
de son intérét nutritionnel, il présente de nombreuses utilisations non alimentaires
et constitue notamment une matidre premi&re importante dans 1'industrie textile
et celle du papier.

Certains futurologues pensent méme qu'en tant que polymére glucidique,

il aura un rdle important 3 jouer dans le cadre de la valorisation de la biomasse ;
il sera peut—étre 1'une des matiéres de base 3 une industrie nouvelle : celle des
"plastiques biologiques'.

L'amidon est constitué de 2 types de macromolécules ; 1'amylose, macro-
molécule linéaire et 1'amylopectine en quantité plus importante (environ 75%7).

Selon la proportion de ses 2 constituants, 1'amidon a des propriétés différentes,
lesquelles présentent un intérét certain en technologie alimentaire et industrielle.
C'est ainsi que les amidons riches en amylopectine appelé&s amidons cireux ("waxy"),
griace a leurs propriétés particulidres de viscosité, de tenue de pite, d'anti-
floculant sont largement utilisés aussi bien en technologie alimentaire qu'indus-
trielle. Les amidons riches en amylose, par contre, voient leurs emplois soit

seuls, soit comme adjuvants pour l'obtention de films ou de feuilles résistantes
et transparentes, de rubans adh&sifs. En technologie alimentaire, ils interviennent
dans la texture des produits finis et peuvent étre consommés comme produits &

digestibilité lente.




Les industriels étant de plus en plus intéress&s par des amidons riches
en amylose, dé&s 1952, VINEYARD et BEART ont obtenu par modification génétique
d'amidon de mais une variété a haut rendement en amidon avec un taux d'amylose
variant de 50 a 70%. Expérimentalement, des amidons & 857 en amylose ont méme
pu &tre sélectionnés. Les agronomes espérent obtenir une variété de céréales qui
fournisse un amidon 2 1007 d'amylose mais contrairement au cas de 1'amidon
"waxy'", de nombreux génes récessifs qui contrdlent d'autres réactions que la
synthése de 1'amylose interviennent et il semble peu probable dans ces conditions
que ces espoirs deviennent réalité.

En conséquence, 3 l'heure actuelle, l'obtention d'amylose ne peut étre
réalisée que par fractionnement des grains d'amidons par des méthodes technolo-
giques de complexation par les alcools ou de précipitation par lessels. Cependant,
les méthodes existantes conduisent 3 des préparations de fractions d'amylose
dont les caractéristiques de linéarité et de pureté ne sont pas toujours bien
définies. C'est la raison pour laquelle nous avons entrepris, & partir de
1'amidon de pomme de terre, une des principales sources d'amidon en France,
1'étude de son fractionnement chimique. La caractérisation des produits obtenus
par des méthodes physico-chimiques et enzymatiques, rendant compte de la
structure macromoléculaire et chimique, comparés aux préparations industrielles,

devrait contribuer 3 la connaissance plus approfondie de la fraction amylose.




TRAVAUX ANTERIEURS

Depuis prés d'un siécle, 1'amidon, probablement plus que tout autre biopoly-
mére, a fait 1'objer de multiples recherches. Et, si 4 cause de la complexité de
cette entité macromoléculaire qu'est le grain d'amidon, les premiers travaux ont
souvent abouti a des résultats contradictoires, les progrés de ces 20 derniéres
années grace a l'utilisation de méthodes modernes d'analyse physique et biochimique,
ont conduit & une meilleure compréhension de son comportement physico-chimique.
Néanmoins, un certain nombre de lacunes et contradictions persistent encore et bien
des problémes restent a &lucider.

Dans 1'exposé qui suit, nous rappelons bri&vement 1'&tat de nos connaissances
quant 3 la constitution chimique et macrcomoléculaire de 1'amidon. Nous présentons
également les récents travaux relatifs au fractionnement de ses constituants et 23

leur caractérisation.

1 - CONSTITUTION CHIMIQUE ET MACROMOLECULAIRE DE L'AMIDON

De nombreux ouvrages concernant ce sujet ont &té publiés pendant les 30
derniéres années. Citons les principales mises au point publiées aprés 1970 :
BADENHUIZEN (1971), ULMANN (1971), BANKS et GREENWOOD (1975), FRENCH (1975), RADLEY
(1976), GREENWOOD (1976), DUPRAT et «l. (1980).

Les grains d'amidon extraits se présentent sous l'aspect d'une poudre blanche
insoluble dans 1'eau froide. La forme et la taille des grains dépendent de 1'origing

du végétal (Tableau 1).

1.1 - CONSTITUTION CHIMIQUE

L'hydrolyse acide compléte de 1'amidon lib&re 98 a 99 % de D-glucose. L'amidor
est donc un polymére de D-glucose.

La fraction non glucidique du grain d'amidon représente 0,5 3 2 % de leur
composition chimique totale (Tableau 2) (DUPRAT et al., 1980). Les impuretés
résistant 4 la purification sont constituées de protéines, de nucléotides, de
matidres minérales (1'amidon de pomme de terre par exemple contient 0,04 & 0,1 7
de phosphore sous forme d'ester phosphorique 1ié principalement ou exclusivement &
1'amylopectine (LROWN et al., 1974)), et de lipides (principalement dans le cas des
amidons de céréales qui en contiennent de 0,5 & 1 % au moins (MORRISON, 1978); ces
lipides, surtout la lysolécithine et les acides gras libres sont complexés par
1'amylose, ce qui modifie les propriétés colloidales de 1'amidon).

Malgré leur faible quantité, ces mati@res non glucidiques ne sont pas a scus-
estimer au niveau des comportements physico~chimique et technologique de 1'amidon

(Tableau 2).




TABLEAU 1

TENEUR, FORME ET DIMENSIONS DES AMIDONS DE FRUITS, GRAINES ET TUBERCULES
(Duprat et al. 1980)

ORIGINE BOTANIQUE '.:”;l?g't’ FORME  en v
Céréales
. Avoine vBtue ....cveeenne 41,5 - 43,3 5-= 15
. NUB cevvesscsacans 63,8 - 67,0
e Bl ciiieiiiieaeiiincene 67,2 - 68,4 |Lenticulaire, polyédrigue 2 - 38 (30)
. Mais normal <cec.veensses | 71,0 - 74,0 Polyédrique 5 - 25
e Mil cieienrreannnoennnnns 68,0 - 69.6
. Orge VBtUB ..ciiirencenns 54,8 - 59,3. Lenticulaire 2- 5
NUB coeeensncssssens 64,8 - 68,2 20 - 30
e RIZ veiveevnocsnvesssossnas 74,6 -~ 88,0 Polyédrique 3 - 8
- Seigle civieccinccrannona 50,3 Lenticulaire 12 - 40
Tubercules
. TZNAME eeveerenennnens ... | 88,5 - 82,8 |FPolyédrique. sphérique, 1- 70
ovoide
. Manioc ....... ceasarae e 85,0 ~ 86,6 |Hémisphérique, sprigrigus 5 - 35
. Patate douce ..... cesasnn 69,2 - 72,0 Polyédrique 10 - 25
. Pomme de terre ..coevenee.. 65,0 - 85,0 Ellipsoidale 15 -~ 180
Légumineuses
. Arachide ...c.vensvssenes 0.8 - 8,7
. Féve - Féverole ......... | 30,0 - 43,0 Spohvéc"iidq:e 5 g
. Haricot ......... teseseen 30,0 - 35,0 Réniforme
. Lentille ........ cevane .o 55,0 - 68,0
. Pois 1isse .eveeervennnas 43,0 - 48,0 Réniforme (simple) 5 - 10
. Pois ridé ..... cesresnnse 32,0 - 37.0 Rosette (composé) 30 - 40
Fruits
. Banane plantain ......0.. 72,3 - 74,2
. Banane ............ e 6,8 - 7.5
. Chataigne ......cvveuus - 55.0 - 60,0




TABLEAU 2

COMPOSTITION NON GLUCIDIQUE ET TENEUR EN AMYLOSE DE DIFFERENTS AMIDONS
(résultats exprimés p. 100 d'amidon sec)

(Duprat et al. 1980)

AMIDON P ?gzgrg? LIPIDES | CENORES P AMYLOSE

Céréales

« AVOINE .evvenrenenceanns 0,24 1,3 - - 27

e Blé (...iiiiieiiiiiann. 0,33 1,12 0,3 0,05 26

« MaIs cireux eeeeeeccess 0.10 0,23 0.1 0.003 - <1

. Mais normal ......... .o 0,30 0,61-0,65 c.1 a.,01s 28

. Mais riche en amylose . 0.5a 1,11 0,2 0,03 52-80

« OTEE teeenrennnncnnenns 0,11 1,0 - 0.03 _ 22

e RizZ +cevreccecacncancans - 1,04 - - 14-32

. Seigle v.oiiieenennnnann - 0,54-0,62 - - -
Tubercules

Y T 0,1 0.1 0.3 - 17

. Pomme de terre ........ 8,05 0,09 .3 0,04 23
Légumineuses

. Féverole ...cccevenen.. 0,15 0,06 0,07 0,02 24

. Pois lisse ........ sess 0,19 0,18 0,05-0,22 0,04 35

« Pods ridé ...vneeen.... 0,23 - 0,11 0,03 66
Fruits

. Banane ...... crescncnnn 0,32 - = 0,02 16

« ManNgue c.ieiiiiencnnrenn 0,25 - - 0,02 24

. Pomme .......0..... vrae 0,10 - - 0,03 19




La nature des liaisons unissant entre elles les unités glucose a été détermi-
née par des techniques de méthylation, d'oxydation periodique, d'hydrolyses acide
et enzymatique. Ces analyses ont montré que les unités glucose sont liées entre
elles principalement par des liaisons a(124) et par 4 3 5 Z de liaisons (126)
(fig. 1). Des liaisons a(1»2) et a(l+3) seraient &galement présentes (MANNERS et
MERCER, 1963) a raison de 0,5 Z (THOMA, 1965; WOLFROM et THOMSON, 1957).

1.2 -~ STRUCTURE MACROMOLECULAIRE DE L'AMIDON

Le probléme a longtemps été de savoir si 1'amidon, macromolécule dont le mono-
mére est le D—glucose mais dont le type de liaisons subit de telles variations, est
constitué d'une seule ou de plusieurs populations macromoléculaires distinctes.
Bien que la questiom soit encore controversée, il est 3 1'heure actuelle reconnu
que le grain d'amidon est constitué d'au moins 3 types de composants glucidiques -
1'amylose, 1'amylopectine et un matériel intermédiaire mal connu - dans des propor—?
tions qui varient d'un amidon a4 1l'autre.

Pour la plupart des amidons, la teneur en amylose varie entre 15 et 25 % (Ta-
bleau 2). Cependant, a 1l'intérieur d'une méme espé&ce botanique, certaines variétés
(mais riche en amylose ou amylomais, pois ridé) peuvent en contenir jusqu'a 80 Z,

alors que d'autres en contiennent moins de 1 % (amidons cireux de mais, d'orge, de

sorgho, amidon de riz glutineux), la fraction principale &tant 1'amylopectine.

1.2.]1 - L'amylose

L'amylose est généralement décrite comme une macromolécule linéaire constituée
de résidus D-anhydroglucopyranose associés entre eux par la liaison a(l+4) (fig. 1).
Une extrémité& de la chaine porte le groupement pseudo-aldéhydique réducteur, 1'autre

un résidu sans groupement ré&ducteur. Quelques ramifications du type o (1-6) ont &té

mises en évidence au taux de une liaison pour plusieurs milliers de ré&sidus glucose.
L'amylose native est une trés grande macromolécule avec un degré de polymérisation
moyen (DP) pouvant varier de 200 a 6000 suivant 1'origine botanique de 1'amidon et

dans une moindre mesure en fonction de la méthode utilisée pour sa solubilisation.

1.2.2 - L'amylopectine

L'amylopectine, macromolécule ramifiée, est formée par 1'association de résidus
D-anhydroglucopyranose reliés entre eux par des liaisons a(1+4) en des chainons
linéaires — ou ramifications - greffés les uns sur les autres par des liaisons
a(1+6). Le nombre de ces liaisons a(1+6) représente 5 3 6 % de 1'ensemble des liai-
sons de 1'amylopectine.

Les ramifications constituant la macromolécule d'amylopectine se répartissent

en chalines externes ou chaines A - liées au reste de la macromolécule au niveau du




CH,0H

H

OH «a

H OH f’
Liaison(X(1+4) Extremite reductrice

Conformere C1

du glucose

Fig. 1 - Structure chimique primaire constituge d'unités glucopyra-
nose reliées en a(1+4) ou a(l+6). Les signes & indiquent

les rotations possibles au niveau des liaisons a(l+4) et
a(1-6).




carbone 1 de son unité réductrice -~ et en chafnes internes ou chaines B -~ liées
comme les précédentes mais supportant d'autres chaines au niveau du carbone 6 de
certaines de leurs unités (fig. 1). La macromolécule d'amylopectine ne possé&de qu'un
seul groupement réducteur situé sur la chaine C; par contre, elle comporte autant
d'extrémités sans groupement réducteur que de chalnes constitutives.

Le degré de polymérisation de la macromolécule d'amylopectine est tré&s variable;
il peut aller de 100 000 i 109 résidus anhydroglucopyranose : cette hétéromolécula-~
rité de masse est fonction de l'origine botanique de 1'amidon et des méthodes de
solubilisation et de mesure de la masse moléculaire. Les valeurs obtenues sont
encore trés discutées en raison des risques de dégradation au cours de 1'isolement
de 1'amylopectine et en raison des possibilités d'agrégation des molécules. Quoi
qu'il en soit, la macromolécule d'amylopectine est gé&néralement considér&e comme la
plus volumineuse des molécules biologiques.

Une méthode enzymatique séquentieile (fig. 2) (LEE, MERCIER et WHELAN, 1968) par
utilisation successive des enzymes déramifiantes (pullulanase, isoamylase), de la
B-amylase et de 1'amyloglucosidase (cf. § 4) et par fractionnement chromatographique
sur gels de perméation, des chaines constitutives, a permis de préciser la structurd
en grappes de l'amylopectine d'amidons de tubercules (pomme de terre (ROBIN et al.,
1974), manioc (1I0OD et MERCIER, 1978)) et d'amidons de céréales (mais cireux,normal,
amylomais et blé (MERCIER, 1973; ROBIN et al., 1975; ROBIN, 1976).

" La déramification directe de 1'amylopectine de mails cireux conduit & 2 popula-
tions de chaines linéaires de DP 45 et 15 (fig. 3), le faible pic exclu du gel (2 2)
correspond vraisemblablement aux longues chaines de la macromolécule.

La déramification de la B-dextrine limite (cf. § 4.3) de 1'amylopectine conduit
da un profil d'élution constitué de 3 populations de chaines linéaires (fig. 4) dont
les DP (35; 10-12; 3) sont réduits par rapport au DP des 2 populations de chafnes
de 1'amylopectine déramifiée. Le matériel de DP 35 correspond a la réduction par la
B~amylase de celui de DP 45; celui de DP 10-12 représente la longueur des chaines
internes comprises entre 2 liaisons a(l1+6) et les chalnes de DP 2-3 sont les résidus
maltosyl et maltotriosyl des chaines externes de l'amylopectine.

Soumis & 1'hydrolyse acide ménagée (HC1 2,2N, 35°C pendant 40 jours), le grain
d'amidon de mais cireux présente une fraction résistante a 1'acide (fig. 5). Ce
matériel, différent selon 1'origine botanique de 1'amidon (fig. 6), est identifié
comme constitué de 2 populations de chaines (fig. 7), la fraction II, matériel uni-
ramifié de DP 25 et la fraction ITI, matériel lindaire de DP 15.

La confrontation des différents résultats obtenus aprés déramification de 1'amy-
lopectine, de sa B-dextrine limite (tableau 3) et de ses résidus apré&s hydrolyse
acide ménagée a permis & ROBIN et al., (1974,1975) de proposer un modéle statistique
de la structure primaire de la macromolécule d'amylopectine, schéma qui précise la

structure "en grappes' (FRENCH, 1975).
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TABLEAU 3

PROPRIETES DE L'AMYLOPECTINE DE DIFFERENTS AMIDONS
(Banks et Greenwood 1975)

Amidon B-amylolyse 7% DP(I) {n](zil/g

Céréales

Blé 57 19 140

Mais cireux 58 20 145

Mais normal - 25 -26 125 - 135

Amylomais 58 . 23 130

Orge 58 26 190

Avoine 57 20 -
Tubercules

Pommes de terre 56 24 160
Légumineuses

Féverole 57 23 125

Pois lisse 58 _ 26 150

Pois ridé 58 27 150
Fruits

Banane 59 21 : 120

Mangue 56 21 150

Pomme 58 22 170

L

(1) Degré de polymérisation moyen obtenu aprés déramification.

(2) Mesurée en KOH IM.




La macromolécule d'amylopectine (fig. 8) est constituée par deux types de
chaines : les chaines A, internes ou externes, de DP 15-20 et les chaines B
internes de DP 45, Ces chaines ne sont pas greffées au hasard les unes sur les
autres. Les chaines B forment 1'ossature de la macromolécule d'amylopectine et
supportent des ''grappes" (2 en moyenne) constituées par des chaines A. La mise en
évidence de chaines uniramifiées dans le résidu, dé&s le début de l'hydrolyse,
conduit & penser que les chalnes A pourraient €tre associées deux 3 deux coaxiale-
ment - ou une chaine A avec une chaine B - pour constituer des doubles hélices
(structure secondaire) entitées conformationnelles de base dans la structure de
1'amylopectine.

Les différences de structure fine existant entre les amylopectines d'amidon
de diverses origines botaniques tiennent essentiellement au taux de ramification
de la macromolécule. Ainsi, d'une fagon générale, (ROBIN, 1976), 1'amylopectine
des amidons de spectre cristallin de‘type "B" est moins fortement ramifiée
(rapport A/B en nombre de 5-6) que cglle des amidons de spectre cristallin de

type "A" (rapport A/B en nombre de 9-10).

1.2.3 - Le matériel intermédiaire

Divers auteurs (LANSKY, KOOI et SCHOCH, 1949; PEAT, PIRT et WHELAN, 1952a;
COWIE et GREENWOOD, 1957; PERLIN, 1958; ERLANDER et FRENCH, 1958a; BANKS et
GREENWOOD, 1975) indiquent 1'existence dans le grain d'amidon d'un matériel pré-
sentant des propriétés différentes de celles de 1'amylose et de 1'amylopectine
capacité de liaison & 1'iode (cf. § 3.2.1) plus élevée que celle de 1'amylopectine
et limite de B-amylolyse plus faible que celle de 1'amylose. La structure et la
quantité de ce matériel intermé&diaire varient considérablement selon 1'origine
botanique et le degré de maturité de 1'amidon. Mais pour 1'amidon "& maturité",

il semble que ce matériel intermédiaire soit en relation avec la teneur en amylose.

Dans le cas des amidons normaux (contenant 20 a 30 7 d'amylose) de céréales
et de pomme de terre, 5 & 7 7 d'une fraction appelée "amylose ou amylopectine
anormale' ont été isolés par recristallisation de 1'amylose et 1'amylopectine en
présence de thymol (BANKS et GREENWOOD, 1975). Le matériel interm&diaire obtenu 3
partir de 1'amidon de blé (fig. 9) présente une capacité de liaison & 1'iode dif-
férente des fractions amylose et amylopectine, un degré de polymérisation de 30
a 40 et un taux de B-amylolyse qui n'atteint pas 100 Z%.

Ces observations conduisent les auteurs précités a suggérer que le matériel
appelé "amylose anormale' est formé d'une gamme de structures dont le taux de
ramification est intermédiaire entre celui de 1'amylose et de 1'amylopectine.

Les amidons riches en amylose (amylomais, pois ridé), selon le dosage 3 1'iode
'possédent une teneur élevée en matériel intermédiaire, de degré de polymérisation

compris entre 50 et 200. Cette fraction est elle-méme hétérogéne puisque la pré-
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(BANKS et GREENWOOD, 1967a)




sence de chaines lineaires et d'un matériel faiblement ramifié a faible poids
- . 6 . e .
moléculaire (< 107), de structure intermédiaire entre celle de 1'amylose et de

1'amylopectine, a été mise en évidence,

2 - FRACTIONNEMENT DE L'AMIDON

Le fractionnement de 1'amidon a fait 1'objet de nombreuses revues bibliogra-
phiques : SCHOCH (1945), GREENWOOD (1956), MUETGEERT (1961), WHISTLER (1965),
BANKS et GREENWOOD: (1975).

Toutes les techniques de fractionnement sont fondées sur les différences de
solubilité de ses constituants dans divers milieux.

Les deux méthodes couramment mises en oeuvre sont les suivantes

2,1 - LA LIXIVIATION ("SELECTIVE LEACHING")

Cette méthode de fractionnement est basée sur le fait que 1'amylose ou au
moins une partie peut Etre extraite du grain d'amidon par action de 1'eau chaude
(60 - 80°C). La technique mise au point par MEYER et al. (1940,1949) consiste a
maintenir une suspension aqueuse d'amidon & une température légérement supérieure
a la température de gélatinisation. Le résidu granulaire est éliminé par centrifu-
gation et l'amylose est précipitée de la solution par addition d'un alcool, géné-
ralement le butanol-1 (MEYER et al., 1940,1949). Du fait de la température assez
faible & laquelle s'effectue le traitement, les risques de dégradation des chaines
macromoléculaires sont limités. Cependant, SCHOCH (1945) a reproché a cette métho-
de le fait que l'amylose obtenue est contaminée par de 1'amylopectine et que
1'amylose non extraite rétrograde Zn gitu. Les deux critiques, bien que fondées,
ne sont pas suffisantes pour éliminer la méthode. En effet, une fraction amylose
trés pure peut €tre obtenue par recristallisation du complexe amylose-butanol-1
initial. Quant 3 la rétrogradation de 1l'amylose 7n situ, c'est un phénoméne trés
lent qui n'a pas lieu lorsque les manipulations sont effectuées successivement.

Le tableau 4 montre que des "leaching" aqueux successifs d'un amidon d'orge 3
des températures croissantes donnent des fractions amylose de propriétés différen-
tes. Cet effet est général i tous les amidons.

Tous les auteurs s'accordent a dire que le leaching aqueux est un bon moyen
pour obtenir une fraction amylose trés pure (COWIE et GREENWOOD, 1957a
et GREENWOOD, 1958a ; BANKS et al., 1971a).

; ARBUCKLE

2,2 - FRACTIONNEMENT PAR DISPERSION DU GRAIN

Cette méthode, basée sur la précipitation sélective de 1'amylose par un agent
complexant (solvant organique ou polaire),a 1l'avantage de conduire 3 des fractions

pures d'amylose et d'amylopectine.




TABLEAU 4

PROPRIETES DES FRACTIONS D'AMYLOSE OBTENUES PAR EXTRACTTONS SUCCESSIVES DE L'AMIDON D'ORGE

(Banks, Greenwood et Thomson 1959a)

Amylose Capacité de () (D
Procédés extraite liaison a
ml/g
(Z) l'iode (%)
Extrait 3 70°C 22 19,6 95
Résidu extrait i 80°C 17 19,5 140
Premiére extraction du résidu 3 90°C 25 19,5 250
Deuxiéme extraction du résidu 3 90°C 18 19,5 300
Troisiéme extraction du résidu 3 90°C 13 19,5 370
Dispersion du résidu 5 19,4 180
(1) Mesurée en KOH IM 3 22,5°C
AUS




Afin que 1'amylose puisse @tre totalement complexé&e, les macromolécules
doivent €tre complétement dispersées. Cette méthode nécessite donc la destruction
totale de la structure granulaire de 1'amidon.

On note,au cours de ces 40 derniéres années, une évolution lente dans la
maitrise de ces mécanismes de fractionnement et les résultats qui paraissent les
plus intéressants sont ceux de BANKS et GREENWOOD (1967a).

Dans les lignes qui suivent, nous &voquons tout d'abord le probléme de la
dispersion du grain d'amidon. Nous traitons ensuite les questions de la complexa-

tion de l'amylose et du fractionnement des divers constituants.

2.2,1 - Dispersion du grain

Cette dispersion ne présente aucune difficulté pour les amidons de tubercules
(pomme de terre, manioc). Par contre, pour les amidons normaux de céréales, une
suspension aqueuse maintenue A 100°C présente encore, aprés plusieurs heures, une
quantité importante de matériel non dispersé&. C'est pourquoi SCHOCH,en 1945, préco-~
nise une dispersion aqueuse & 1'autoclave; mais un tel traitement présente un

risque important de dégradation des chaines macromoléculaires. Les lipides, conta-

minant 1'amidon, peuvent en effet dans de telles conditions provoquer une hydrolyse.

Pour éviter 1'autoclavage, des prétraitements sont utilisés.

Le traitement 2 1'ammoniaque (HODGE et al., 1948) a &té appliqué 3 un nombre
important d'amidons de sources botaniques variées (GREENWOOD et THOMSON, 1960).
Il permet de parvenir 4 une dispersion compléte du grain.

Actuellement, 1'utilisation du diméthylsulfoxide (DMSO) (KILLION et FOSTER,
1960; ADKINS et GREENWOOD, 1969) qui conduit & une solution d'amidon limpide cons-

titue la méthode la plus satisfaisante. Le DMSO non seulement rompt la structure

granulaire, mais a aussi 1'avantage d'éliminer les lipides qui contaminent 1'amidon.

Aucune autre méthode décrite dans la littérature n'est aussi efficace que le pré-
traitement au DMSO pour éliminer les lipides (BANKS, GREENWOOD et MUIR, 1971b). Ce
type de prétraitement a €té généralisé aux amidons de céréales normaux (BANKS et
GREENWOOD, 1967a), il convient également tr&s bien aux amidons & teneur en amylose
€levée (ADKINS et al., 1970).

Signalons également les &tudes faites sur la solubilité de 1'amidon en milieu
DMSO (KURTZMAN et al,, 1973). Les amidons de pomme de terre et de manioc sont plus
difficilement solubles dans le DMSO que les amidons de céréales. Mais la présence
d'eau en faible quantité accélére la solubilisation de ces différents amidons

(GEDDES et al., 1964).

2.2,2 - Complexation de l'amylose. Fractionnement de 1'amylose et 1l'amylopectine

SCHOCH (1945) a &té le premier & mettre en &vidence la complexation d'une

fraction de 1'amidon par les alcools aliphatiques, les acides gras... Cette com-~




plexation a lieu lorsque la solution d'amidon est traitée par des substances orga-~
niques polaires contenant un groupement hydrophile (hydroxyle ou carboxyle) 1ié a
un résidu hydrophobe. La fractiou A adsorbe ce matériel par attraction polaire vers
les groupes hydrophiles. Le complexe d'adsorption obtenu est insoluble en raison
de sa charge hydrophobe et, par le fait méme, se sépare de la solution.

Lorsque 1'amidon est totalement dispersé, il est récupéré par précipitation
au butanol. Ce précipité d'amidon non granulaire est ensuite dispersé dans 1l'eau
bouillante. Le fractionnement consiste alors & ajouter un agent complexant & la
solution aqueuse d'amidon. L'amylose complex&e obtenue est encore contaminée par
de 1'amylopectine . L'eau pouvant €liminer 1'alcool du complexe et entrainer ainsi
l'association et 1l'insolubilisation des molécules linéaires, la fraction A peut
étre purifiée par reprécipitation dans un milieu aqueux saturé& en alcool.

Pour 1l'amidon de mais,un rendement de 21 - 23 % en fraction A est obtenu
lorsque la séparatibn et la recristallisation sont faites avec le butanol. Si
elles sont faites avec le pentasol, le rendement est 28 - 29 7 . La différence
représente un matériel de caractére strictement intermédiaire, suffisamment
linéaire pour permettre la précipitation avec le pentasol mais avec un degré de
branchement qui empéche la formation du complexe avec le bﬁtanol. C'est pourquoi
SCHOCIH préconise 1'emploi de pentasol comme premier agent complexant pour éviter
1'inclusion de matériel intermédiaire dans la fraction B. Par recristallisation
avec le butanol-l, le matériel intermédiaire peut etre &liminer de la fraction A.
L'emploi de thymol comme premier agent complexant a &té préconisé par BOURNE et
al. (1948), le second agent complexant étant alors le cyclohexanol. En 1954,
GREENWOOD et ROBERTSON montrent que 1'emploi de thymol permet d'obtenir une amylo-
pectine de grande pureté dans le surnageant tandis que des précipitations succes—
sives au butanol chaud conduisent également 3 une amylose trés pure.

Actuellement, le procédé généralement‘utilisé et s'adaptant i la plupart des
amidons est celui décrit par BANKS et GREENWOOD (1967) :

30 g d'amidon sont dispersés dans 500 ml de DMSO pendant 24 heures sous agita-—
tion magnétique. La solution est ensuite versée dans 1 1 de butanol-l et le préci-
pité non granulaire obtenu est lavé plusieurs fois avec du butanol-l pour éliminer
le DMSO résiduel. Le précipité est ensuite dispersé dans 3 1 d'eau bouillante sous
agitation magnétique et sous azote pendant 1 heure. Aprés refroidissement de la
dispersion a 60°C, le thymol pulvérisé (1 g/l) est ajouté. Aprés trois jours a
température ambiante, le complexe amylose-thymol est récupéré et dispersé pendant
45 minutes dans de 1'eau bouillante sous azote. La solution est refroidie et le
butanol-l est ajouté. Aprés une nuit, le complexe amylose~butanol est récupéré& par
centrifugation. Il peut alors étre stocké tel quel ou déshydraté& par lavage au
butanol et séché. La fraction amylopectine se trouve dans le surnageant de la

complexation par le thymol. L'excés de thymol est &€liminé par extraction & 1'&ther,




1'amylopectine est obtenue par lyophilisation ou précipitation par un alcool.

Le matériel intermédiaire est obtenu & partir du surnageant de la recristalli-
sation de 1l'amylose. Aprés recristallisation au butanol, BANKS et GREENWOOD (1967)
récupérent un surnageant contenant 4 3 9 7 de 1'amidon total. Cette premiére
fraction appelée "thymol amylopectine" a des propriétés différentes de 1'amylopec—
tine. COWIE et GREENWOOD (1957b) ont obtenu, 3 partir de l'amidon de pomme de terre
une fraction amylopectine et une fraction thymol-amylopectine dont les propriétés
sont indiquées dans le tableau 5. La fraction thymol-amylopectine a des longueurs
de chalnesplus courtes mais un taux de B—amylolyse semblable # celui de 1'amylopec-
tine. Il est difficile d'expliquer pourquoi cette fraction précipite avec le
complexe amylose—thymol.

En 1967, BANKS et GREENWOOD obtiennent & partir d'amidons de céréales des frac-
tions thymol-amylopectine dont les capacités de liaison 3 1'iode (ef. § 3.2.1)
varient de 2,4 3 5 7 suivant le type d'amidon (Tableau 6). Une proportion impor-
tante de 1'amylose subsiste donc dans cette fraction. Contrairement au cas de
1'amidon de pomme de terre, une reprécipitation de ce surnageant par le thymol
achéve le fractionnement dans le cas du blé et de 1'avoine. Le matériel complexé
appelé "amylose anormale" a les propriétés présentées dans le tableau 6. Le surna-
geant contient &galement une quantité importante de polysaccharides, "amylopectine
anormale" (Tableau 6). Les caractéristiques de ces amylopectines sont assez compa-
rables @ celles du premier surnageant thymol bien que la longueur de chaines soit
légérement supérieure (CL ~ 25 au lieu de 20 pour 1'amylopectine normale).

Cette méthode comportant un prétraitement au DMSO, suivi d'un fractionnement
au thymol et de recristallisation(s) au butanol conduit & une fraction amylopectine
pure contenue dans le surnageant de la complexation par le thymol et d une fraction
amylose pure aprés une ou deux recristallisations par le butanol. Néammoins, ces
2 fractions ne représentent que 90 a 95 Z‘de 1'amidon total. Les 5 a 10 7 complé-

' et "amylose anormale"

mentaires correspondent & 2 fractions "amylopectine anormale'
qui sont fractionnées plus difficilement et dont les caractéristiques sont inter-

médiaires entre celles de 1'amylose et 1'amylopectine.

2.3 - PROCEDE INDUSTRIEL

Les méthodes précédemment décrites sont intéressantes pour les fractionnements
en laboratoire mais sont difficiles 4 mettre en oeuvre au niveau industriel.
MUETGEERT (1961) préconise des méthodes de précipitation sélective a 1'aide de
sulfate de magnésium, d'ammonium ou de sodium. L'amylose AVEBE a été préparée
industriellement selon le procédé développé par HIEMSTRA, BUS et MUETGEERT en 1956.

L'amidon est mis en suspension (5 - 10 %) dans une solution de sulfate de ma-
gnésium a 13 7. La suspension est autoclavée de fagon que la température atteigne

160°C en 5 -~ 10 minutes. Si la concentration en sel est ajustée d 10 Z par addition




TABLEAU 5

PROPRIETES DES FRACTIONS AMYLOPECTINE OBTENUES
A PARTIR D'UN AMIDON DE POMME DE TERRE

(Banks et Greenwood 1959a)

Pourcentage Amylose . () ()
Amidon Polysaccharides . contaminante CL n
amidon ) pA (ml/g)
Amylopectine ~ 70 0,5 23 57 190
Pomme de terrs
Thymol-Amylopectine 5 -10 | 13 53 170




PROPRIETES DE L'AMYLOPECTINE ET DES FRACTIONS DE MATERIEL
INTERMEDIAIRE OBTENUES A PARTIR D'AMIDONS DE CEREALES
(Banks et Greenwood 1967a)

TABLEAU 6

3
crP (2 (8) (B+1) [n]( )
Amidon Polysaccharide 7 D CL 7 7 (ml/g)
Orge Amylopectine N 65 0,6 20 57 56 160
Thymol-amylopectine 2,6 - - - -
Amylopectine anormale 2,6 27 62 63 165
Amylose anormale 0 - - - - -
Avoine Amylopectine N 65 0,5 18 54 55 145
Thymol-amylopectine 9 4,3 - ~ - -
Amylopectine anormale s 0,8 25 60 60 145
Amylose anormale ) 8,5 - 61 93 170
Seigle Amylopectine ~ 65 0,4 20 58 57 150
Thymol-amylopectine 4 2,6 - - - -
Amylopectine anormale 2,4 27 57 60 170
Amylose anormale 0 - - - - -
Blé I Amylopectine v 65 0,5 21 56 56 150
Thymol-amylopectine 9 5,7 - - - -
Amylopectine anormale 5 1,2 27 62 64 135
Amylose anormale 4 11,8 - 56 94 180 1
Blé II Amylopectine ~ 65 0,6 20 54 55 150
Thymol-amylopectine 6 5 - - - -
Amylopectine anormale 4 0,2 25 55 55 155
Amylose anormale 2 12,5 - 66 97 185
(1) CLI : capacité de liaison 4 1'iode (cf. § 3.2.1)

(2) Déterminé par oxidation periodique

(3) Mesurée en KOH 0,15 M




d'eau, 1l'amylose précipite a 20°C et est récupérée par centrifugation. L'amylo-
pectine est précipitée par addition de sulfate de magnésium dans le surnageant
jusqu'a obtention d'une concentration en sel de 13 Z.

Les caractéristiques de l'amylose AVEBE ainsi préparée ont été étudiées et

sont rapportées dans le chapitre résultats,

3 - CARACTERISTIQUES PHYSICO-CHIMIQUES DE L'AMYLOSE ET L'AMYLOPECTINE

L'amylose &tant linaire et 1'amylopectine étant ramifiée, ces deux polyméres, §
|
bien que chimiquement semblables, présentent des propriétés différentes. !

|

Dans ce paragraphe, nous étudions leurs solubilités dans différents solvants, !
leurs capacités 3 former des complexes et leurs propriétés viscosimétriques. Nous
comparons également leur comportement sur gel de Sépharose.

3.1 - SOLUBILITE DANS DIFFERENTS SOLVANTS

3.1.1 - Solubilité en milieu aqueux et alcalin

L'amylopectine est soluble et conduit 3 des solutions stables dans 1'eau.
L'amylose, par contre, est insoluble dans 1'eau & pH 7 et i température ordinaire.
D'une facon générale, un polyholoside constitué de monoméres identiques non subs-
titués, rattachés entre eux par des liaisons 1+4, est insoluble dans 1'eau car les
macromolécules, du fait de cette régularité structurale, peuvent facilement
s'associer entre elles par de nombreuses liaisons hydrogéne.

L'amylose et 1'amylopectine sont toutes les deux solubles en milieu alcalin
(on utilise généralement NaOH ou KOH O,1 & IN). Il faut néanmoins prendre garde

au phénoméne d'oxydation (BOTTLE et al., 1953; MACHELL et RICHARDS, 1958). La

diminution lente et progressive de la viscosité intrins@que de solutions alcalines
d'amylose est la preuve d'une dépolymérisation. i
Lors de la neutralisation d'une solution saline, 1'amylose précipite lentement;
ce phénoméne connu sous le nom de rétrogradation est un phénoméne intermoléculaire.
Le taux de rétrogradation dépend fortement de la concentration. A concentration
égale, les préparations d'amylose de trés haut poids moléculaire rétrogradent plus
lentement que les préparations de poids moléculaire moyen. Les fractions linéaires
de DP 50 -~ 100 sont les plus sensibles a la rétrogradation. Ceci est di au fait que,
dans les préparations de haut poids moléculaire, les interactions polymére—polymére

sont certainement plus intramoléculaires qu'intermoléculaires.

3.1.2 ~ Solubilité dans les solvants organiques

De nombreux solvants organiques ont &té utilisés pour &tudier les propriétés

physiques des constituants de 1'amidon : le chloral et 1'hydrazine hydraté et




surtout 1'éthyléne~diamine et le formamide (WHISTLER, 1965) .

Le solvant le plus récemment employé est le DMSO. C'est un composé dipolaire
non protonique qui a tendance (contrairement 3 1'eau et aux alcools) 3 accepter
plutdt qu'a donner des électrons. Il est trés utilisé car il est relativement
inerte, il dissout 1'amylose et l'amylopectine en donnant des associations solvant-

soluté par interactions hydrophobes et conduit & des solutions stables (FOSTER, 1965
3.2 - FORMATION DES COMPLEXES

3.2,1 - Complexation par 1'iode

L'iode est un agent complexant de 1'amylose (EOLLO et SZEJTLI, 1963). La cou-
leur du complexe est caractéristique de la longueur de la chaine impliquée : bleu
si le DP est supérieure a 40, rouge, brun ou jaune en degda. Du point de wvue analyti-
que, la formation de ce complexe permet & la fois le dosage de 1'amylose (dosage
ampérométrique ou potentiométrique) et la mesure du DP des dextrines (longueur
d'onde du maximum d'absorption).

En solution aqueuse iodo—iodurée(lz, IK) diluée, 1l'amylose native absorbe
environ 20 7 de son poids d'iode alors que l'amylopectine n'en absorbe pratiquement
pas (moins de 0,5 %). La proportion d'iode fixée dans le complexe dépend de la
longueur moyenne des chaines : vers 20°C, elle n'est que de 11 % pour des DP 50 et
16 % pour des DP 100. De plus, la formation de complexe est favorisée aux tempéra-
tures peu &levées (2°C) par rapport aux températures voisines de 20°C surtout dans
le cas des chaines courtes, ce qui peut aider i distinguer 1'amylose des dextrines
(BANKS et GREENWOOD, 1975) .

La réaction correspond a une inclusion d'iode sous la forme (Iz)n, I dans le

canal de 1'h&lice. L'iodure est indispensable i la stabilisation des séquences d'12

et aux faibles concentrations, la forme monomérique de 1'hdte est .7 .
[¢]
Expérimentalement, la complexation de 1'amylose par 1'iode est &tudide par les

méthodes suivantes

— la méthode spectrophotométrigue (BATLEY et VHELAN, 1961) consiste 3 déterminer
le maxinum du spectre d'absorption (Xmax) d'une préparation d'amylose additionnée i
d'iode.

Le maximum d'absorption se situe a 624 nm pour 1l'amylose pure et 3 530 mm pour
1'amylopectine (BANKS et GREENWOOD, 1275). Il est & 580 mm pour un amidon & 20 - 25 ¢
d'amylose. La position du maximum d'absorption permet donc de déterminer la pureté

de ces fractions;

— les méthodes électrochimiques (SCHOCH, 1964; LARSON et al., 1953) : elles per-—
mettent de déterminer de fagon précise la quantité d'iode complexé par une quantité

connue d'amylose.
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d'iode 11é pour 100 mg de polyholoside lorsque la concentration d'iode libre est
nulle. Sachant que l'amylose peut complexer environ 20 7 de son poids d'iode, il

est possible de déterminer la pureté d'un échantillon d'amylose donné.

- le_principe de la méthode est le suivant : l'amylose complexe une partie de
1'iode présent en solution. Lorsque la saturation est atteinte, 1'&tat ionique de
la solution est modifié radicalement par la présence des ions triodures libres. Il
suffit donc de doser par électrochimie la quantité d'iode libre en solution en fonc-

tion de la quantité totale d'iode.

Deux catégories de méthodes sont basées sur ce principe : les méthodes potentio-
métriques et les méthodes ampérométriques. Une comparaison de ces 2 types de métho-
des est présentée dans le tableau 7.

En dehors du principe méme de détection, les 2 procé&dés différent par leur mode
opératoire : en potentiométrie, 1'iode est ajouté directement & 1'aide d'une solu-
tion d'iode-iodure titrée. En raison de 1'instabilité chimique de 1'iode en solution
il est nécessaire de vérifier trés fréquemment le titre de ces solutions. En ampéro-

métrie, par contre, l'iode est 1ib&ré par la réaction d'oxydo-ré&duction suivante :

- +
103 + 5I + 6H -+ 312 + 3H20

L'iodate est un réactif extrémement stable qui ne présente donc pas les inconvé-
nients que nous venons de signaler.

Cet avantage,conjugué a la rapidité et la simplicité du dosage, conduit d choi-
sir la méthode ampérométrique lorsqu'on désire réaliser des dosages fréquents. Par
contre, la méthode potentiométrique est plus précise.

BANKS, GREENWOOD et KHAN (1971a) ont synthétisé des amyloses de degré de polymé-
risation différents et ont mesuré la longueur d'onde de leurs maxima d'absorption

-~

(Amax) a8 20°C et leurs capacités de liaison & 1'iode (CLI) a 20,4°C. Les résultats
sont présentés dans le tableau 8 et la courbe Amax = £ (DP) est représentée sur la
“figure 10. La forme de la courbe obtenue est celle généralement admise.
Notons la faible variation de Amax lorsque le DP augmente aprés 100 unités glu-
cose. Les courbes de dosages potentiométriques qui ont servi d déterminer les CLI
des différentes amyloses ont &té portées sur la figure 11. Remarquons que la CLI

dépend du DP mais qu'elle atteint déja 89 Z de la valeur maximale de 1'asymptote

quand le DP n'est encore que de 134 unités glucose.

3.2,2 - Complexation par les composés organigues

L'amylose forme des complexes insolubles avec un grand nombre de molécules orga-
nicues polaires telles que les alcools aliphatiques ou les acides gras linéaires

(TAKEQ et al,, 1973). Le complexe précipite en général en cristallisant; cette pro-—

B S




TABLEAU 7

COMPARAISON DE LA METHODE AMPEROMETRIQUE ET

DE LA METHODE POTENTIOMETRIQUE
(Doublier 1978)

Appareillage

Quantité d'échantillons
(en amylose)

Réactifs

Précision

Durée du dosage

AMPEROMETRIE L

POTENTIOMETRIE(Z)

2 électrodes de platine

Galvanométres sensi-
bilité de 0,2 u Ampére

25 -~ 50 mg

KIO3 (5 x 1073 N)

KOH (1 N), HCL (1 N)
KI (0,4 N)

10 mn

1 électrode de platine
et une électrode au
calomel

Potentiométre
sensibilité ¥ 0,1 mv

40 - 50 mg(B)

I,/X" (0,5 N de KI, 0,5
" N de KCl et 2 mg/ml
d'iode)

KOH (1 N), HC1 (1 N)
KI (0,5 N)

t0,08% encrL 1 (4)

assez longue (étalon-
nage nécessaire)

(1) AQd'’aprés LARSON gt al.

(1953)

(2) d'aprés SCHOCH (1964).

(3) La méthode potentiométrique semi-microdifférentielle décrite par BANKS
(1971) ne nécessite que 3 & 6 mg d'amylose.

et al.

(4) CL I : capacité de liaison i 1l'iode exprimée en pourcentage par rappor|
a l'amidon total.

et BEMILLER (1964).




TABLEAU 8

LONGUEURS D'ONDE DU MAXIMUM D'ABSORPTION (Amax) DU COMPLEXE AVEC L'IODE
ET CAPACITES DE LIAISON A L'IODE OBTENUES POUR DES AMYLOSES DE DIVERS
DEGRES DE POLYMERISATION SYNTHETISEES PAR VOIE ENZYMATIQUE

(Banks, Greenwood et Khan 1971la)

Echantillons 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Amylose
Amax a 20°C (nm) 496 524 530 546 574 588 595 606 610 642
(D (2) (2) (3)
CLTI 3 20,4°C - - 1,3 3,6 11,1 N.4. 16,2 16,4 17,3 19,5
DP 22,2 28,9 31,3 36,4 50,7 71 93 105 134 1500
(1) CLI en mg d'iode 1ié pour 100 mg de polysaccharide
(2) Des CLI positives n'ont pu &tre obtenues par extrapolation des valeurs

(3)

expérimentales (cf. Fig. 11)

Non déterminé
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2 max(NM)
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Fig. 10 - Variation de la longueur d'onde du maximum d'absorption
Amax en fonction du degré de polymérisation d'amyloses
synthétisées par voie enzymatique.

(BANKS, GREENWOOD et KHAN, 1971a)
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amyloses de différents DP synthétisées par voie enzymatique. \-//

(BANKS, GREENWOOD et KHAN, 1971a)




priété de 1'amylose sert & sa séparation de 1'amylopectine (cf. § 2.2.2). Complexée,
la macromolécule acquiert une structure hélicoidale rigide autour de 1'agent com-
plexant (fig. 12.2), 1'hélice est généralement A 6 résidus glucose par tour, elle
est stabilis&e par de fortes liaisons hydrogéne intra-moléculaires. Dans le cas

oli le complexe se crée autour d'alcool butylique tertiaire, il y a 7 résidus gluco-
se par tour.

L'hélice présente une surface intérieure hydrophobe, la molécule héte peut
remplir simplement la cavité centrale sans y &tre réguliérement dispersée. Le
complexe d'alcool ou d'acide gras en contient 5 @ 10 Z en poids (DUPRAT et al.,1980).

Les monoglycérides peuvent également donner lieu i une certaine complexation,
mais leurs extrémités hydrophiles conduisent & une insolubilisation moindre de
1'anylose. Les hélices formées sont plus courtes et le complexe ne cristallise pas.
Ces complexants ne font que modifier le comportement rhéologiaue des gels d'amidon.

Dans le cas de 1'amylopectine dispersée en milieu complexant, seules les
chalnes externes (A) peuvent se complexer et la structure arborescente de la macro-

molécule empéche la cristallisation.

3.3 - PROPRIETES VISCOSIMETRIQUES DES MACROMOLECULES EN SOLUTION

La forme C1 du cycle pyranose et la position en o de la liaison glucosidique
(cf. fig. 1) imposent une rotation entre les plans de deux cycles glucose consécu-
tifs. A grande distance, cette rotation impose 3 la macromolécule une structure
torsadée qui peut, dans certaines conditions, conduire a des formes hélicoidales.
Lorscue 1'amylose est dispersée dans 1'eau ou dans des solutions salines diluées
(0,5 M KC1), la chaine comporte comme une série de segments hélicoidaux séparés par
des zones de nelotes statistiques. Entre les tours d'hélice, il y a neu de liaisons
hydrogéne directes, 1'hélice est stabilisée grace & des pontages par molécules
d'eau. Cette structure souple est due 3 la capacité de la liaison a(l-+4) de se
stabiliser & plusieurs niveaux énergétiques faibles; selon la composition de la
solution, la molécule peut se rencontrer dans tous les &tats intermédiaires entre
la pelote statistique et 1'hélice compacte si la solution contient un agent com-
rlexant, L'organisation la plus stable, rigidifiée par des liaisons entre les
hydroxyles OH2 et OH3 (fig. 1) des cycles consécutifs est une hélice gauche (fig.12)
La structure de l'amvlose permet 1'obtention de solutions dont les viscosités
neuvent varier dans une large mesure en fonction de la concentration et du DP des
chaines (BANKS et GREENWOOD, 1975). La viscosité intrinsé&que [n] qui est 1'une des
grandeurs physiques les plus simples et les plus utilisées pour caractériser les
macromolécules linéaires est liée 34 la masse moléculaire viscosimétrique ﬁ; par
la relation de MARK-HOUWINK :

_ — a
fnl] = K MV




Fig. 12 - Conformation de 1'amylose
1) en solution diluée de KCl ; hélice souple et pelote
statistique.

2) complexée, hélice rigide, continue et compacte.




ol a et K sont des paramétres empiriques qui dépendent des interactions polyméres -

solvant.

Dans le cas de 1'amylose, de nombreuses relations (n} - ﬁ; ont été déterminées

mais on n'observe pas toujours un trés bon accord entre elles (BANKS et GREENWOOD, %
1975).

La viscosité intrinséque est définie par :

g
(n) = 1lim _Sp.
C

C-»>o

ol nsp représente la viscosité@ spécifique, c'est-a~dire 1'augmentation de la

viscosité due 3 1'addition du nolymére au solvant,
n-=mn

o

n B eee—————

sp

o

ol n est la viscosité de la solution de concentration C

et n, la viscosité du solvant.

Dans la zone des faibles concentrations et lorsque le comportement est newtonien
(concentration inférieure 3 un certain seuil variable suivant le solvant), la vis-

cosité réduite nsp/c suit la loi de HUGGINS (1942) :

n
Sp 2
—= = [n) + AH[n] C
C

ol AH est la constante de DIUGGINS, elle dépend des interactions polyméres - solvant
et polywére - nolymére.

Pour déterminer la viscosité intrinséque, il suffit donc de suivre les varia-
tions de la viscosité réduite en fonction de la concentration. Pour 1'amvlose, le

relation de MARK-HOUWINK ayant été é&tablie, la valeur de ﬁ; peut étre calculée.

En ce qui concerne 1'amylopectine, 1'étude de sa conformation est plus délicate
du fait de ses nombreuses ramifications. Si les chalnes externes "A" peuvent accué-
rir toutes les conformations possibles, leur faible DP ne leur permet pas de déter-
miner le comporterent global de la macromolécule. En outre, 1'amylopectine peut
atteindre des masses moléculaires tellement élevées (109) gu'il est difficile, dans
les mesures physiques de distinguer les agrégats des macromolécules isolées. L'amyv-
lopectine, cependant, peut se comparer au glycogéne. Le glycogéne, molécule sphéri-
que, rigide, hydratée (70 a 80 %), a une viscosité intrinséque de l'ordre de lOcmg/g
indépendante de sa masse moléculaire. A 1'inverse, 1'amylopectine a une viscosité
€levée (environ 100 cm3/g) qui dépend de sa masse moléculaire. Cela indique qu'en
solution, la macromolécule d'amylopectine n'est pas sphérique, mais plutdt allongée
et est beaucoup plus hydratée et moins rigide que le glycogéne (BANKS et GREENWOON,
1975).
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Pour une méme masse moléculaire, les solutions d'amylopectine sont bien moins
visqueuses que celles d'amylose. Ceci est montré dans le tableau 9 ol sont indi-
quées, pours divers amidons, les valeurs des viscosités intrinséques de 1'amylose

et 1'amylopectine.

3.4 - COMPORTEMENT DES CONSTITUANTS DE L'AMIDON SUR GEL D'AGAROSE

3.4.,1 - La filtration sur gel

Depuis son apparition il y a une vingtaine d'années (PORATH et FLODIN, 1959),
la filtration sur gel a occupé& une place déterminante dans la purification de
milliers d'enzymes, de polysaccharides, d'acides nucléiques, de protéines et
d'autres macromolécules bioclogiques.

La chromatographie de filtration sur gel est une méthode simple, trés fiable,

par laquelle les molécules sont séparées selon leur taille et leur encombrement.

X Principe

Le principe de la filtration sur gel repose sur les cavacités différentes des
molécules & pénétrer dans les pores et la phase stationnaire. Les trés grosses
molécules ne pénétrent jamais dans le gel et traversent plus rapidement le support
chromatographique. Les plus petites entrent dans les pores du gel et se déplacent
plus lentement. Les molécules sont &luées dans 1'ordre des masses moléculaires

décroilissantes.

% Caractérisation du comportement d'un soluté

Les résultats, lors d'une filtration sur gel, sont généralement exprimés sous
la forme d'un diagramme d'élution montrant la variation de concentration du soluté
en fonction du volume d'élution. A partir de cette courbe, on peut connaitre le
volume d'élution v, d'une molécule donnée. Lorsque le volume de 1'échantillon
Céposé est négligeable par rapport au volume d'élution, le maximum du pic d'élution
du soluté& détermine le volume d'é&lution. Normalement, lors d'une filtration sur gel
de Sépharose, les solutés ont des isothermes de partage linéaires et donnent des
pics symétriques. Les volumes d'élution sont alors facilement mesurables.

Le volume d'élution v, n'est pas suffisant en lui-méme pour définir le comnor-
tement chromatographique d'un soluté. Il dépend du volume total Vt’ du lit du gel
et de la fagon dont la colonne a été remplie. Par analogie avec d'autres types de
chromatographie de partage, le coefficient K, caractérise mieux 1'&lution d'un

v -V
K= 0

av
Vt Vo

soluté :

o est le volume mort, il corresvond au volume d'élution de trés grosses molécules

qui ne pénétrent pas les poresde la phase statiommnaire.

g , . i . . <
Kavyreprgsente ia fraction du volume de gel stationnaire ot diffuse une molacule

donnée.




TABLEAU 9

VALEURS DES VISCOSITES INTRINSEQUES MESUREES EN KOH IM
DES AMYLOSES ET AMYLOPECTINES DE DIVERS AMIDONS

(Greenwood et Thomson 1962)

(n) (n)
Amidon cm3/g cm3/g
amylose amylopectine
Amylomais 1?0 130
Orge 250 190
Avoine 180 -
Ble 280 140
Pois lisse 180 150
Pois ridé 140 150
Pomme de terre 410 160
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3.4.2 - Chromatographie de filtration sur gel d'agarose des constituants de 1'amidon

La filtration sur gel a été veu utilisée iusqu'd pré&sent dans le domaine des
macromolécules glucidiques 2 cause de leur solubilité faible dans les &luants neu-
tres. Avec l'apparition de gels d'agarose réticulé (Sévnharose 2B-CL, 4B-CL, 6B~CL),
il est possible d'employer des éluants acides ou basiques (3 < pH < 14) ou des
solvants organiques. Cette technique a été récemment appliquée 3 1'amidon et & ses
produits de dégradation.

EBERMANN et SCEWARZ en 1975 utilisent une colonne d'agarose pour fractionner
des amidons natifs de pomme de terre (Sépharose 2B) et d'amvlomais (Sépharose 4B).
La solution d'amidon injectée est prépnarée par solubilisation de 1'amidon dans une
solution de soude puis neutralisation nar addition d'acide acétique. L'&luant uti-
1isé est une solution aqueuse d'urée ou de sulfate de magnésium. Tls caractérisent
les fractions obtenues par leurs CLI, leur Amax et leur taux de B-amylolyse (cf,§4.2

Ils obtiennent ainsi par fractionnement de l'amidon sur gel d'agarose la sépa-
ration de 1'amylose et de 1'amylopectine et constatent cue le poids moléculaire de
1'amylopectine est plus &levé que la limite du fractionnement de 1'agarose et
semble &tre supérieur 3 20 x 106.

En 1976, YAMADA et TAKI fractionnent par chromatographie sur gel de Sépharose 2B

les quatre types d'amidon de mais : normal, waxy, amylo et amylo-waxy. Ils
améliorent la méthode en utilisant 1l'acide perchlorique comme solvant pour prépa-
rer la solution d'amidon. Ils fractionnent également les constituants de 1'amidon,
l'amylose et 1'amylopectine qu'ils ont préparés par la méthode de SCHIOCH mettant
ainsi en évidence 1'insuffisance de cette méthode, chacun des constituants de
1'amidon étant contaminé nar 1'autre (fig. 13).

BILTADERIS et al. en 1979 étudient la distribution de poids moléculaire par
chromatographie sur gel de Sépharose 2B des constituants de 1'amidon de 9 légumi-
neuses (pois lisse et ridé, féverole, diverses variétés de haricots, lentille),
obtenus par la méthode de BANKS et GREENWOOD (1967). La colonne a &té calibrée par
des dextranes de poids moléculaires connus. Ils confirment que la fraction amylo-
pectzhe est exclue du gel, son poids moléculaire est donc supérieur 3 20 106. Les
profils obtenus sont tous semblables entre Kav = 0,2 et Kav = 0,9 , sauf ceux des
constituants des amidons de pois lisse et ridé pour lesquels le matériel de poids
moléculaire compris entre 2 106 et 20 106 est plus important.

PRAZNIK et EBERMANN (1979) ont synthétisé des amyloses 3 partir de maltohepta~-
ose et de glucose—~l-phosrhate par action de la phosphorylase de nomme de terre. Ces
amyloses, caractérisées par B-amylolyse, diffusion de la lumiére, mesure de visco-
sité intrinséque, sont linéaires et les rapports,degré de polymérisation moyen en
poids DPw sur degré de polymérisation moyen en nombre ﬁﬁﬁ;sont compris entre 1 et

1,15 , ce qui correspond & une distribution de Poisson. Ces amyloses ont donc pu
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étre utilisées comme étalon pour calibrer une colonne de Sépharose 4B-CL. Elles
ont conduit 3 des résultats exacts et précis. Ce qui prouve 1'intérét d'une cali-
bration avec des amyloses synthétiques du fait de leur ressemblance structurale
avec les substances fractionnées.

Alors que les dextranes, cui sont des nolyosides ramifiés, constitu@s de
D-glucose, 1iés entre eux principalement par des liaisons a(}+6) et par quelques
liaisons a(1+2) a(1»3) o(l+4), n'ont pas exactement le méme comportement sur gel
de Sépharose que 1'amidon et ses constituants. Ils sont donc probablement moins

intéressants pour calibrer la colonne.

4 - HYDROLYSE ENZYMATIQUE DE L'AMYLOSE ET L'AMYLOPECTINE

4.1 - ENZYMES

4.1.1 - Enzymes spécifiques de la liaison a(l1+4)

L'a-amylase, enzyme d'origine végétale, animale ou microbienne, hydrolyse au
hasard des liaisons a(l+4) des chaines d'amylose et d'amylopectine & 1'exclusion
des liaisons terminales de ces chaines, Elle provoque la libération de glucose
et d'oligosides de 2 & 7 unités anhydroglucose sous la configuration a de 1'atome
de carbone anomérique. C'est une endo-enzyme dont l'action s'effectue & la fois
sur plusieurs chaines et en plusieurs endroits d'une méme chaine.

Dans le cas de 1'amylose, les produits finals sont essentiellement du maltose
et du glucose. Par contre, dans le cas de 1l'amylopectine, en plus des oligosides
rrécédents, 1l persiste des dextrines limites ramifiées (o dextrines limites) dont
la structure dépend de l'origine de 1l'a-amylase utilisée. Cette enzvyme appelée
enzyme ''liquéfiante" ou '"dextrinisante', lorsque 1'amidon est empes&, attaque
également 1'amidon 3 1'@tat granulaire. Son action sur 1l'amidon natif semble étre
liée aux possibilités de pénétration de 1'enzyme a4 1'intérieur du grain et, en
particulier, & ses possibilités d'attaque en surface. De ce fait, chaque grain
appartenant 3 une population d'un type d'amidon donné A sa propre sensibilité a

1'attacue de 1'enzyme.

La B—amylase ou a(1-4) glucane nalto-hydrolase, jusqu'd présent extraite des
végétaux (orge, patate douce), a &té mise en évidence trés‘récemment dans certaines
souches de microorganismes (HIGASHIHARA et OKADA, 1974; MARSHALL, 1975; FORGATY
et GRIFFIN, 1975; SHINKE et al., 1977).

Elle hydrolyse les chaines de l'amidon 3 partir de leur extrémité non réductrice
en libérant du B-maltose (enzyme "saccharifiante'). Llle convertit ainsi les chalnes

linéaires en maltose si celles-ci comportent un nombre pair d'unités anhydroglucose
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et en maltose et glucose si elles en comportent un nombre impair. Du type exo-
enzyme, la B-amylase agit par attaques multiples sur la méme chaine : le nombre
moyen de ruptures de liaisons a(l->4) est de 4 avec des amyloses & faible poids
roléculaire et nettement plus élevé avec des amyloses 3 haut poids moléculaire.
L'action de 1'enzyme est bloquée lorsqu'elle rencontre une liaison a(l>6); & 1'ap~
proche d'une ramification, la vitesse d'hydrolyse se ralentit.

La B-~amylase dégrade 1'amidon empesé & un taux voisin de 60 %; par contre, ellc
n'a pas d'action sur le grain d'amidon natif si celui-ci est intact. Tout traite-
ment ayant pour effet de détruire la structure du grain rend celui-ci sensible a

cette enzyme.

4.1.2 - Enzymes spécifiques de la liaison a(1-6) |

Ces enzymes généralement appelées enzymes déramifiantes ont, mis a part la
R-enzyme d'origine végétale, été découvertes récemment & partir de trés nombreuses
souches de microorganismes (notamment bactéries) (FRENCH 1975).

Elles hydrolysent les liaisons a(l1+6) assurant les ramifications des chaines
d'amylopectine ou de glycogéne et celles des chaines d'a ou de B-dextrines limites
avec des vitesses qui dépendent de la longueur de la ramification et de la spéci-
ficité liée a l'origine de 1l'enzyme. L'encombrement stérique semble &tre le facteur
prépondérant responsable de la plus ou moins grande facilité de pénétration de

1'enzyme & 1'intérieur du réseau macromoléculaire du substrat.

La pullulanase (E.C.3.2.1.41), extraite & partir d'une culture d'Enterobacter
(Aerobacter) aerogenes et purifiée par MERCIER et al. (1972), a &té ainsi dénommée
en raison de son aptitude & produire du maltotriose 3 partir du pullulane, a-glucanc
produit par une levure (Pullularia rullulans) et constituée par des séquences de
maltotriose reliées par des liaisons a(1+5). Des enzyres de spécificité analogue
ont été trouvées dans d'autres bactéries.

La pullulanase hydrolyse facilement l'amylopectine mais elle est incapable, du
fait de son volume hydrodynamique, d'hydrolyser complétement le glycogéne, macro-
molécule deux fois plus ramifiée que 1'amylopectine. Elle ne peut scinder une
liaison a(l1+6) reliant un résidu anhydroglucose & une chaine d'a(1+4) anhydro-

glucose, son plus petit substrat est donc le 62—a—D—ma1tosy1ma1tose.

L'isoamylase (£.C.3.2.1.68), enzyme déramifiante extraite de Cytonhaga (GUNJA-
SMITH et al., 1970) ou de Pseudomonas (YOKOBAYASHI et al. 1970), peut par contre
déramifier compl&tement aussi bien 1'amylopectine que le glycogéne; cependant, son
plus petit substrat est le 62-a—D—ma1totriosylmaltose.

Ces enzymes déramifiantes complétent & 1007 les actions dextrinisantes et

saccharifiantes des o- et B-amylases lorscu'elles agissent sur 1'amidon empesé ou
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solubilisé, Elles sont complétement actives dans un milieu solvant eau-DMSO i 20 Z

(MERCIER et KAINUMA, 1975).
L'action de ces enzymes sur le grain d'amidon n'a pas été tr&s étudiée; il

semble qu'elles ne peuvent pas agir sur le erain intact (UEDA et OHBA, 1976).

4.1.3 -~ Enzyme spécifique des liaisons a(l+4) et a(1-+6)

L'amyloglucosidase, encore appelée glucoamylase, glucamylase ou y—amvlase,
hydrolyse les liaisons a(l-+4) et a(1+6) de 1'amylose et de 1'amylopectine en libé-
rant du D~glucose. Flle provient également de trés nombreuses souches de microorga-
nismes (notamment de moisissures du genre Rhizopus et Aspergillus).

Son mécanisme d'action et sa spécificité sont moins bien connus que ceux des
a~ et B-amylases et varient aussi en fonction de 1l'origine de 1'enzyme. Elle agit
plus rapidement sur les longues chaines que sur les courtes chalnes et hydrolyse
les liaisons a(l1+4) plus rapidement que les liaisons a(1-6).

MARSHALL et WHELAN (1970) montrent que l'enzyme 2 1'dtat purifié et cristallisé
ne peut agir sur la liaison a(l+6) de certaines oligosides ramifiés de faible degré
de polymérisation. Des traces d'a—~amylase sont indisnensables pour obtenir une
dégradation compléte de 1'amylopectine et une méthode de dosage de 1'amidon a été
développée par THIVEND et al. (1972), en utilisant ces 2 types d'enzymes.

L'amyloglucosidase est capable de dégrader partiellement le grain d'amidon
intact. Par addition de pullulanase (UEDA et OHBA, 1976) ou d'a—-amylase bactérienne
(FUWA et al. (1978) ou fongique (TAKAYA et al., 1978) & 1'amyloglucosidase, le taux

de dégradation de 1l'amidon granulaire est fortement augmenté.

4.2 - UYDROLYSE ENZYMATIQUE DE L'AMVLOSE

Un des critéres de linéarité de 1'amylose est qu'elle est totalement hydrolysée
en maltose et glucose sous l'action de la R~amylase. Cependant, PEAT et al. en 1952
découvrent aue la B-amylase de patate douce cristallisée hydrolyse 1'amylose a
70 7 seulement. Ils expliquent la compléte dégradation de 1'amylose en maltose
par la présence d'une seconde enzyme, la Z-enzyme.

COWIE et GREENWOOD (1957a), ARBUCKLE et GREENWOOD (1958a),aprés avoir obtenu
les mémes résultats, montrent en plus qu'au moins une fraction de l'amylose est
totalement linéaire. Deux sortes d'amylose seraient présentes dans le grain d'ami-
don : 1'une présentant une barriére a 1'action de 1'a-amylase, 1'autre consistant
en une chane linéaire d'unités anhydroglucose reliées en a(l+4). La présence de
groupements ou liaisons anormales dans 1'amylose n'ayant pas encore &té& universel-
lement reconnue, la dégradation incompléte de 1'amylose par la B-amylase semble
étre expliquée par la contamination éventuelle de 1'amylose par de l'amylopectine

ou la présence de phénoménes physiques d'associations moléculaires (rétrogradation?.




La méthode généralement utilisée, le titrage potentiométrique a 1'iode, n'est
pas assez sensible pour mettre en évidence la présence de 2 ou 3 Z d'amylopectine
contaminante. BANKS et GREENWOOD (1967b) montrent alors que la seule fagon de prouve:
que l'amylose n'est pas contaminée par de 1'amylopectine est de la soumettre 2
l'action de la B-amylase d'une part, et de la B-amylase et de la Z-amylase d'autre
part, Un taux de conversion de 100 % en maltose indicuera 1'absence d'amylopectine.

Ainsi, le tableau 10 montre que toutes les amyloses obtenues par dispersion du
grain présentent une barriére 4 l'action de la B-amylase. BANKS et GREENWOOD (1975)
ont montré qu'elle n'est due ni & la présence d'amylopectine contaminante, ni au
phénoméne de rétrogradation.

Cette hétérogénéité naturelle de 1'amylose peut étre due & la présence de
1) groupes ester—-phosphate 2) modification oxydante de résidus glucose 3) liaison
anormale4) combinaison de 1) et 3).

BANKS et GREENWOOD (1975) ont montré que la présence de groupes ester-phosphate
n'en est pas la cause : bien que la barriére & 1'action de la B-amylase puisse pro-
venir de phénoménes d'oxydation, ceux-ci peuvent &étre &vités en travaillant dans
des conditions anaérobies.

L'identification de la nature de ces barriéres est d'autant plus difficile que
BANKS et al. (196C) ont montré que la Z-enzyme n'est pas spécifique et qu'elle se
comporte comme un type d'alpha-amylase.

BANKS et GREENWOOD (1967b) ont montré 1l'existence d'un certain degré de ramifi-
cation dans 1'amylose au cours de sous—fractionnement par précipitation. Les ramifi~
cations sont constituées de centaines, voire meéme de milliers de résidus glucose.

De plus, les propriétés hydrodynamigues des B-dextrines limites des fractions
"amylose anormale" sont différentes de celles de macromolécules linéaires, ce qui
indique que le matériel résistant & la B~amylolyse est trés ramifié. D'autres tra-
vaux de BANKS et GREENWOOD (1575) ont montré que les fractions anormales ont des
poids moléculaires situés dans deux domaines différents.

L'existence d'un certain degré de ramification de 1'amylose a &galement été
mis en évidence par l'utilisation d'enzymes déramifiantes. KJOLBERG et MANNERS (1963
soumettent 1'amylose & la pullulanase, BANKS et GREENWOOD (1967b) la soumettent &
1'isoamylase. Ce qui entraine une augmentation de la sensibilité de 1'amylose a
1'action de la B-amylase et une diminution de la viscosité intrins3que correspondant
au débranchement de longues chalnes linéaires. L'action combinée des 2 enzymes

conduit & la conversion totale de 1'amylose en maltose.

4.3 - HYDROLYSE ENZYMATIQUE DE L'AMYLOPECTINE

L'action de la B~amylase étant bloauée lorsqu'elle rencontre une liaison

a(1+6), elle n'agit que sur les chalnes externes ou sur les portions externes de




TABLEAU 10

TABLEAU DES TAUX DE B-AMYLOLYSE DES AMYLOSES ET AMYLOPECTINES
DE DIVERS AMIDONS

(Greenwood et Thomson 1962)

Amylose Amylopectine
Amidon

B 7 B+ 2) 7 B %
Amylomais 77 101 58
Orge 73 98 58
Avoine 77 101 57
B1é 68 100 57
Pois lisse 81 100 58
Pois ridé 82 101 58
Pomme de terre 76 100 56

G
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chaines internes de la macromolécule d'amylopectine. La vitesse d'hydrolyse se

ralentit a 1l'approche d'une ramification, son action &tant limitée :

~ dans le cas d'une chaine externe, & deux ou trois unités anhydroglucose, selon

que cette chalne comporte un nombre pair ou impair d'unités anhydroglucose;

- dans le cas d'une portion externe de chaine interne, & une ou deux unités anhy-
droglucose, selon que cette portion de chaine comporte un nombre impair ou pair

d'unités anhydroglucose.

Le produit final, résultat de l'attaque de la molécule d'amylopectine, dénom-

mé B-dextrine limite, représente entre 32 et 34 Z.

Dans le tableau 10, nous indiquons les taux de B—-amylolyse des amylopectines

de divers amidons.

Le travail que nous avons entrepris a pour objet :

~ de fractionner un amidon de pomme de terre par voie chimique;
- d'étudier 1'évolution du fractionnement par l'analyse et la caractérisation des
fractions obtenues 3 chaque &tape.

Dans ce but, 1'amidon de pomme de terre a été fractionné selon le procédé,
mis au point par BANKS et GREENWOOD en 1967, qui semble &tre le plus satisfaisant.
La caractérisation des fractions obtenues a été effectue, d'une part par des métho-
des classiques de type enzymatique ou physico-chimique, d'autre part par une méthode
plus récente, la chromatographie de filtration sur gel d'agarose qu'il semble inté-
ressant de mettre en oeuvre pour suivre 1'évolution de la purification de 1'amylose.
Celle-ci a également Eété comparée & deux amyloses industrielles étudiées 3 1'aide
des mémes méthodes.

Dans une premiére partie, nous décrivons le matériel et les méthodes utilisés
au cours de 1'étude. Nous présentons ensuite, dans un deuxi&me chapitre, les résul-
tats relatifs au fractionnement et & la caractérisation des divers produits obtenus
et des amyloses industrielles. Dans une derniére partie, nous dégageons 1'intérét
des méthodes utilisées et nous comparons les résultats & ceux obtenus par d'autres

procédés de fractionnement.
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MATERIEL ET METHODES

- MATERIEL

.1 ~ AMIDON ET AMYLOSES

Notre étude a porté sur

~

un amidon de pomme de terre commercialisé de la Féculerie ROHAN & 19,8 7 d'eau.
Au cours des travaux ont également été utilisés

un amidon de mais cireux des Etablissements ROQUETTE a 13,9 % d'eau.

une amylose de pomme de terre de la Société AVEBE (Pays-Bas) a 7,8 7 d'eau.

une amylose de pomme de terre (DP = 130) de la Société HAYASHIBARA (Japon) a

7,7 % d'eau.

.2 ~ SOLVANTS

Le fractionnement a nécessité l'utilisation de :
Diméthylsulfoxide (DMSO) pour analyses — MERCK - Pureté : 99,5 7.
Butanol - | pour analyses - MERCK - Pureté : 99,5 7.

Thymol cristallisé - MERCK.
Ethanol absolu pour analyses — PROLABO - Pureté : 99,85 7.

.3 - GELS ET PRODUITS DIVERS

Gel Sépharose 2B-CL - PHARMACIA.
diamétre des particules : 60 - 250 pm
limite d'exclusion approximative en masse molé&culaire
déterminée avec des dextranes : 2~]O7 daltons
Sel d'ammonium de 1'acide 2,2-azino-di (3-éthyl-benzathiazoline 6 sulfonique)
(ABTS) cristallisé — BOFHRINGER.
D (+) - glucose anhydre - FLUKA.
Maltose menohydrate - MERCK.

.4 - ENZYMES

Les enzymes utilisées au cours de 1'é&tude sont :
B-amylase d'orge en poudre (E.C.3.2.1.2) (FLUKA)
. Activité, 1000 UI/mg de produit
Amyloglucosidase (1,4 o-D-Glucane glucohydrolase E.C.3.2.1.3)
d'Aspergillus niger lyophilisée (MERCK)
. Activité, 50 UIl/mg de produit
Glucose-oxydase (GOD) (B~D-Glucose : oxygéne | oxydo-réductase, E.C.1.1.3.4)

d'Aspergillus niger (Sigma, type IT).
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~ Peroxydase (POD) (donneur, hydrogéne peroxyde oxydo-réductase, E.C.1.11.1.7)

du raifort (Sigma, type I).

1.5 — APPARFILLAGE

Les dosages ampérométriques ont été réalisés avec
- Un ensemble TACUSSEL comportant
. une paire d'électrodes de platine (n° 18) de 4 cm séparées d'environ | mm
montées en permanence.
. une cuve thermostatée i 25°C . 0,2°C.
. une burette automatique de 2 ml.

. un systéme d'enregistrement asservi 3 cette burette.

. un générateur de tension.

Les mesures viscosimétriques ont été effectuées avec
. .. ' -8 2 -2
- Un viscosimétre manuel OSWALD de constante K = 0,7 10 m s

Temps d'é&coulement de 1'eau a 25°C = 111,5 secondes.
Les chromatographies de filtration sur gel ont été réalisées avec:

- Une colonne WRIGHT (100 x 2,2 cm) munie d'une pompe et d'un collecteur automati-
que GILSON.

- Une chalne TECHNICON pour dosage automatique a 1'orcinol sulfurique.

N

— METHODES

2.1 - PROCEDE DE FRACTIONNEMENT DE L'AMIDON

Le procédé utilisé a été initialement mis au point par BANKS et GREENWOOD
(1967) pour fractionner les amidons de céréales. Quelques modifications ont été
apportées au niveau du prétraitement et du nombre de recristallisations.

L'amidon a été fractionné selon le schéma fig. 14.

2.1.1 - Prétraitement

L'amidon a été dispersé comme suit
dans un erlen de 500 ml sont introduits 300 ml de DMSO 95 % (DMSO = 95; eau = 5
en volume) et 15 grammes (g) d'amidon humide. L'erlen bouché est maintenu a une
température voisine de 20°C sous agitation magnétique pendant 24 heures. La
solution limpide obtenue est transvasée dans un erlen d'un litre contenant 2
volumes (600 ml) de butanol sous agitation magné&tique. Aprés 24 heures, le pré-

cipité non granulaire obtenu par centrifugation 20 minutes (mn) & 35 000 g a 15°C




GRAINS D'AMIDON

Prétraitement au DMSO
15 g d'amidon dans 300 ml de DMSO 95 7%
sous agitation magnétique, A température ambiante
pendant 24 heures.

|

DISPERSION D'AMIDON

Addition de 2 volumes de butanol-l

'

PRECIPITE NON GRANULAIRE D'AMIDON

Dispersion du précipité dans 1'eau bouillante
sous azote. Maintien a 100°C pendant | heure.
Refroidissement 3 60°C et addition de thymol (lg/1)

Centrifugation (35 000 g)

culot surnageant

l

COMPLEXE AMYLOSE-THYMOL AMYLOPECTINE
| "AMP-VRAIE"

Dispersion dans 1'eau bouillante (45 mn)

Addition de butanol

Centrifugation (35 000 g)
surnageant

culot 1
v

COMPLEXE AMYLOSE-BUTANOL AMYLOPECTINE
"AMP-BUT"

5 recristallisations successives
par redispersion du complexe dans
1'eau froide saturée en butanol

T~

"AMYLOSE " "MATERIEL INTERMEDIAIRE"

FIG.14 - Schéma du fractionnement de 1'amidon par dispersion du grain, . -

et complexation par le thymol.
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dans des pots préalablement tarés, est lavé au butanol pour éliminer les derniéres
traces de DMSO, puis pesé. Une partie aliquote est prélevée et stockée a température

ambiante; le fractionnement est poursuivi sur 1'autre partie.

2.1.2 - Complexation par le thymol

Dans un erlen d'un litre muni d'un bouchon & 2 tubulures, et plongeant dans
un bain d'huile & 100°C, le précipité d'amidon obtenu est dispersé dans 400 ml
d'eau bouillante. L'ébullition est maintenue 1 heure sous agitation magnétique
sous azote. L'erlen est alors sorti du bain d'huile lorsque la température est
redescendue a 60°C, le thymol pulvérisé (1 g/l soit 0,4 g) est ajouté. Aprés 3
jours a température voisine de 20°C, le complexe amylose-thymol est séparé du
surnageant par centrifugation 20 mn a 35 000 g a 15°C dans des pots tarés, puis
pesé. Une partie aliquote étant prélevée et stockée A température ambiante, 1'autre
partie sera redispersée et gompléxée par le butanol. Le surnageant contient la
fraction amylopectine "amp-vraie". Aprés extraction a 1'éther (100 ml) pour &li-
miner le thymol, 1'amylopectine est dosée (cf. § 2.1.5) puis récupérée soit par

lyophilisation, soit aprés précipitation par 3 volumes d'éthanol.

2.1.3 - Complexation par le butanol

Dans les mémes conditions que celles précédemment décrites, le complexe
amylose-thymol obtenu est redispersé dans un erlen de 500 ml dans 250 ml d'eau
bouillante. L'ébullition est maintenue 45 mn sous azote sous agitation magnétique.
Aprés refroidissement & température ordinaire, un excés de butanol (50 ml) est
ajouté. Aprés 24 heures, le complexe amylose-butanol est séparé du surnageant
par centrifugation 20 mn a 35 000 g a 15°C dans des pots préalablement tarés.

Le gel est pesé. Une fraction aliquote est prélevée et stockée 3 température
ambiante. L'autre fraction sera recristallisée. Le surnageant contient une fraction
amylopectine appelée "amp-but". Aprés dialyse contre de 1'eau permutée, la fraction

amylopectine est dosée (cf. § 2.1.5), puis récupérée par lyophilisation.

2.1.4. - Recristallisations

Le complexe amylose-butanol est redispersé a température voisine de 20°C
dans 200 ml d'eau saturée en butanol (180 ml d'eau et 20 ml de butanol) sous
agitation magnétique. Aprés 24 heures a température ordinaire, le complexe est
séparé du surnageant par centrifugation 20 mn 3 35 000 g dans des pots tarés,
et pesé. Une fraction aliquote est prélevée et stockée a température ambiante,
1'autre fraction sera recristallisée de nouveau. Le surnageant contenant un maté-

riel intermédiaire est dialysé contre de 1'eau permutée, dosé et lyophilisé.




- 26 -

Quatre recristallisations successives effectuées dans ces conditions sont encore

nécessaires pour obtenir la fraction amylose appelée "amylose vraie''.

2.1.5 - Dosage et conservation des produits obtenus au cours du fractionnement.

Préparation et dosage de leurs solutions

2.1.5.1 ~ Fractions '

Les surnageants contenant les fractions "amylopectine" et "matériel intermé-
diaire" étant en milieu aqueux sont dosés par les méthodes chimiques décrites au
§ 2.2.2.1. Les fractions "amylopectine'" et "matériel intermédiaire" obtenues par
lyophilisation ou précipitation de ces surnageants sont stockées telles quelles &
température ordinaire. Elles peuvent 8tre aisément remises en solution jusqu'a
15 mg/ml en milieu KOH N ou DMSO sous agitation magnétique. Elles sont alors dosées

par les méthodes enzymatiques ou chimiques indiquées au § 2.2.

Ils sont obtenus sous forme de gels qui peuvent €tre soit déshydratés, soit
stockés tels quels. L'avantage des gels est qu'ils sont plus facilement solubles
que les produits déshydratés. Ils seront donc stockés tels quels 3 température
ambiante. Pour les doser, environ 100 mg de gel pes@s exactement sont dispersés
dans un ml de KOH N sous agitation magnétique & température ordinaire. La solution
est portée a 10 ml par addition d'eau, puis dosée, éventuellement aprés dilution,
par les méthodes de dosages chimiques indiquées au § 2.2.2.1 . Les gels ont été

mis en solution jusqu'a, au plus, 200 mg de gel par ml de KOH N.

2.2 - METHODES DE DOSAGE

2.2.1 - Méthodes de dosages enzymatiques

e e o e B el s e e e e e e o . e e e i i e e i i e B s e i e e e e . e i 0 e W i e e i, e e e s i e =

Ils peuvent étre dosés en hydrolysant totalement les solutions par 1'amylo-
glucosidase selon LEE et WHELAN (1966); le glucose, quantitativement 1ibé&ré est
dosé par la glucose~-oxydase. L'hydrolyse par 1'amyloglucosidase se fait de 1la

facon suivante. Dans un tube a essai, introduire :

- 0,75 ml au maximum de solution & doser de concentration comprise entre O et
50 pg/ml.
~ 50 ul de solution d'amyloglucosidase correspondant a& 7,5 UI/ml (solution mére

a 3 mg/ml : dans un tube de 10 ml, dissoudre 30 mg soit 150 UI/ml d'amylogluco-
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sidase dans 10 ml d'eau distillée bouillie refroidie. Conserver a 4°C).
~ 0,2 ml de tampon acétate 0,2 M pH = 4,8, Laisser agir 1'amyloglucosidase

pendant 3 heures a 30°C et doser ensuite le glucose libéré.

¥ Principe

Selon LLOYD et WHELAN (1969), par une réaction d'oxydation catalysée par la
glucose-oxydase, le glucose est transformé en acide gluconique avec libération
d'eau oxygénée.

glucose~oxydase (GOD)
glucose + H20 —» acide gluconique + H202
%

L'eau oxygénée en présence de pefoxydase réagit avec un donneur d'hydrogéne
1'ABTS
peroxydase (POD)

H,0 + DH — 2H20 + D

11 se forme une coloration verte dont la densité optique mesurée 3 560 nm varie

linéairement avec la quantité de glucose mise en oceuvre jusqu'd 50 ug/ml.

* Réactifs

- Solution mére de glucose 500 ng/ml, soit 50 mg dans 100 ml. Conserver a 4°C et
attendre 4 heures avant utilisation pour que la mutarotation soit compléte.
— Tampon "tris-phosphate'. Dissoudre
. 36,3 g de "tris" (tris-(hydroxyméthyl)-aminométhane)
45,5 g de NaH2P04 anhydre
ou . 50 g de NaH2P04 s H20
ou . 56 g de NaHzPO4 s 2H20
dans 900 ml d'eau distillée. Ajuster le pH a 7 avec de l'acide orthophosphorique
avant de compléter a4 1 1 avec de 1'eau distillée.
- Mélange tampon-enzyme-chromogéne : dissoudre dans 100 ml de tampon "tris-phosphate’
. 100 mg de GOD
. 3 mg de POD
. 50 mg d' ABTS
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% Mode opératoire

A 1 ml de la solution de glucose & doser (comprenant de 10 & 50 ug), ajouter
2 ml d'eau distillée et 2 ml du mélange tampon-enzyme-chromogéne. Laisser la réac-
tion se développer & 1'obscurité & température voisine de 20°C pendant 30 mn. Mesu-
rer ensuite au spectrophotométre 1'intensité de la coloration a4 560 nm en la compa-
rant & celle d'un blanc ol la solution de glucose est remplacée par le solvant
(eau ou DMSO 20 %).

. Courbe d'étalonnage

Diluer 10 fois la solution mére de glucose soit avec de 1'eau distillée, soit

avec le solvant DMSO 20 Z. Prélever des volumes de la solution diluée correspondant

a 10, 20, 30, 40, 50 ug; compléter éventuellement & 1 ml avec 1'eau distillée ou le

solvant DMSO 20 7 et opérer comme indiqué ci-~dessus.

2,2,.2 - Méthodes de dosages chimiques

Les glucides totaux sont dosés par :

- la méthode manuelle 3 1'anthrone de LOEWUS (1952) modifiée par TOLLIER (1965) qui
a 1'avantage de pouvoir &tre utilisée aussi bien en milieu aqueux, KOH O, IN,

qu'en milieu alcoolique et DMSO.
¥ Principe

L'acide sulfurique concentré transforme a chaud les glucides en dérivés
furfuriques. Dans des conditions déterminées, les hexoses et leurs homologues
supérieurs produisent des dérivés donnant une coloration verte avec 1'anthrone.
Cette coloration présente un maximum d'absorption 3 625 nm et suit la loi de BEER

pour des concentrations en glucides allant de 20 4 100 ug.

- la méthode automatique & l'orcinol sulfurique décrite par KESLER (1967) et adaptée
au dosage automatique des glucides totaux par TOLLIER et ROBIN (1979). Elle est
utilisée en milieu aqueux et KOH O,IN. Le principe de cette méthode est identique
a celui de la méthode & 1'anthrone. La coloration obtenue avec 1'orcinol présente
un maximum d'absorption d 480 nm dont 1'intensité varie linéairement avec la

quantité de glucose mise en oeuvre dans la prise d'essai (de 10 3 50 ug).

i e e e B e e e e e e e L e e ——— i ——

Le pouvoir réducteur des oligosides, glucose et maltose, 1ibérés au cours des

dégradations enzymatiques est mesuré selon la méthode de NELSON (1944).




- 29 -

¥ Principe

En milieu alcalin, le groupement pseudo-aldéhydique des sucres réduit les
ions cuivriques cu'’ en ions cuivreux cu’ ; ces derniers réagissent avec le réactif
arséniomolybdique en donnant une coloration bleue dont la densité optique mesurée
3 520 nm varie linéairement avec la concentration en oses de O 3 250 ug/ml.

Les courbes d'étalonnage ont &té établies avec du glucose et du maltose en

milieu aqueux et DMSO 20 7.

2.3 - METHODES DE CARACTERISATION DES PRODUITS DE FRACTIONNEMENT

2.3.1 - Détermination des profils d'élution sur gel de Sépharose 2B-CL

260 ml de gel sont mis en suspension dans 300 ml de KOH O, IN. L'ensemble est
dégazé a température ambiante pendant 1 heure sous agitation magnétique. La colonne
est remplie selon la technique classique.

La colonne est placée a 1'obscurité dans une piéce dont la température est
de 20°C : 2° . Elle est élude par un écoulement ascendant de KOH 0,IN. Le débit
d'élution est fixé 3 15 ml/h. La solution est introduite par la partie inférieure
de la colonne. Les tubes (60 tubes par fractionnement) sont collectés toutes les
20 mn par un collecteur automatique GILSON. La quantité de glucides présents dans
chaque fraction est dosée par la méthode automatique a 1'orcinol ou manuelle a
1'anthrone (cf. § 2.2.2.1). Le profil d'élution est obtenu en portant la quantité
de glucides récupérés (en ug de glucose) par mg de substrat fractionné (exprimé en

glucose) en fonction du volume d'élution (en ml).

2.3.2 — Détermination du maximum du spectre d'absorption du complexe amylose-iode

Elle est réalisée selon la méthode de BAILEY et WHELAN (1961) modifiée comme

suit

. Solution 200 pg d'échantillon (exprimé en amidon), soit X ml en milieu
X/10 ml1 HC1 N KOH 0,1 N

0,8 = X/10 ml
0.33

0,208 ml de solution IZ/IK (a 0,271

KC1 0,33 M

2~ 2 7 IK)

Compléter & 10 ml avec de 1'eau distillée.

. Référence 2 ml KOH 0,1 N
0,2 ml HCI N
1,82 ml KCl 0,33 M
0,208 ml IZ/IK

Compléter & 10 ml avec de 1'eau distillée.
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Le spectre d’absorption est enregistré a 1'aide d'un spectrophométre entre

450 et 700 nm

2.3.3 - Détermination de la capacité de liaison 3 1'iode (CLI) par ampérométrie

La méthode ampérométrique originale décrite par LARSON et al. (1953) nécessite
des solutions relativement concentrées (10 mg/ml). La méthode a été modifiée et,
grace a4 l'appareillage dont nous disposons, des dosages ampérométriques ne nécessi-

tant que des solutions 4 | ou 2 mg/ml ont pu &tre réalisés.
¥ Mode opératoire

~ Préparer une solution mére de 1'échantillon & doser 3 environ 1 mg/ml (exprimé en
amidon) en milieu KOH IN. La conserver a température ambiante.

- Déterminer la concentration de la solution mére par la méthode d 1'anthrone
(cf. § 2.2.2.1).

- Enregistrer la courbe ampérométrique avec 1'ensemble TACUSSEL. Pour cela :

. Introduire dans la cuve thermostatée a@ 25°C et placée sur un agitateur
magnétique : 1 ml de solution 3 1 mg/ml en KOH IN’
2 ml HC1 N
15 ml d'eau distillée
1 ml KI (0,4N)
. Remplir la burette avec 2 ml de KIO3 5 10_3N (8,33 10_4M)
. Fixer 1'ensemble burette - &lectrodes sur la cuve. Imposer entre les 2
électrodes une différence de potentiel de 10 mV. Mettre sous agitation.
. Mettre en marche le systéme enregisteur.
. Ajouter la solution d'iodate de potassium en continu avec un débit de
1 nl/seconde.
. Faire un blanc en remplagant la solution d'amylose dans la cuve par une

solution de potasse normale et opérer de la méme fagon.

% Calcul de la capacité de liaison a 1'iode

La courbe ampérométrique, intensité (en pAmpére (upA)) en fonction du volume
d'iodate ajouté, est directement tracée par 1'enregistreur. L'allure de cette
courbe est représentée sur la fig. 15.

Soit : A 1le point de saturation en iode de 1'amylose

B 1le point de saturation en iode du blanc
X, la quantité d'iodate en ml versée au point A

Xp la quantité d'iodate en ml versée au point B
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FIG.15- VARIATION DE L'INTENSITE EN FONCTION DU VOLUME DE IODATE AJOUTE.




La quantité d'iode libérée et complexée par 1'échantillon est :

(x, = xp) x 8,33 107 x 253,84 = (x, - x3) x 0,634
(xA - xB) x 0,634 x 100
d'ol CLI 7 =
C X P.E.
mg/ml

P.E. &tant la prise d'essai en ml.

2.3.4 - Détermination des caractéristiques viscosimétriques

Pour déterminer la viscosité intrinsé&que d'un polymére, il faut :

- Préparer des solutions dans un milieu approprié a différentes concentrations;
- Les filtrer;
- Déterminer leurs concentrations;

- Mesurer leurs temps d'&coulement.

* Mode opératoire

. Préparation des solutions.
Préparer une solution mére a 2,5 mg/ml et en concentration finale de KOH 0,2N. Les
autres solutions sont obtenues en introduisant dans 4 fioles de 10 ml, 2, 4, 6,
8 ml de la solution mére en complétant & 10 ml avec une solution de KOH 0,2N et en
homogénéisant. Les solutions sont conservées 4 température ambiante.

. Filtration des solutions sur verre fritté n° 2.

. Détermination des concentrations par la méthode automatique & 1'orcinol
sulfurique ou manuelle 3 1'anthrone (cf. § 2.2.2.1).

. Mesure des temps d'écoulement.
Les temps d'écoulement du solvant KOH 0,2N et des solutions sont mesurés a 25°C
immédiatement aprés leurs préparation et filtration. Pour chaque solution, la

mesure est répétée 4 fois.

* Calcul de la viscosité intrins&que

Mg . .
La courbe _°P _ f ( ¢ ) (cf. travaux antérieurs § 3.3 ) étant tracée,

c
1'extrapolation & ¢ = O conduit 3 la viscosité intrinséque.

. a . . . Sy o
Pour 1'amylose, la relation [ﬁ] = KMV, odi a et K sont les coefficients utilisés par

BANKS et GREENWOOD (1975), permet de déterminer MV'

2.3.5 - Détermination du taux de B-amylolyse

La détermination du taux de B-amylolyse nécessite la préparation du substrat

puis la préparation de la digestion et la mesure de son pouvoir ré@ducteur au cours




du temps.

2.3.5.1 - Préparation_du_substrat

Pour chaque é&chantillon, un substrat contenant de 0,5 & 2 mg de glucides par
ml en DMSO 20 % est préparé. Le mode de préparation, différent selon que 1'échantil-

lon a étudier est un gel ou un produit lyophilisé, est décrit ci-dessous.
- Gels (amidon précipité par le butanol,complexes amylose-thymol amylosebutano!

La B-amylase étant une enzyme inhibée par le thymol et le butanol, ces derniers
doivent préalablement &tre éliminés. Les gels sont traités comme suit : de 50 a
150 mg de gel (selon la teneur en amidon) sont pesés dans un pot de centrifugeuse
en verre de 50 ml. 30 ml d'éthanol sont ajout&s. Aprés 6 heures d 4°C, 1'ensemble
est centrifugé & 750 g & 15°C. Le gel est séparé de 1'éthanol et remis en suspen-—
sion dans 30 ml d'éthanol. Aprés une nuit a 4°C, le précipité est récupéré par
filtration sur blichner, repris par 2 ml de DMSO pur. Aprés dispersion sous agita-

tion au Vortex, 8 ml d'eau distillée bouillie refroidie sont ajoutés.

- Produits lyophilisés (amylopectine et matériel intermédiaire)

De 5 4 15 mg d'échantillon sont pesés dans un tube de 10 ml et dispersés dans 2 ml

de DMSO pur. 8 ml d'eau bouillie refroidie sont ajoutés.

La digestion maintenue & 30°C contient par ml :

0,5 3 2 mg de glucides (substrat en DMSO 20 7%);
100 UL de R-amylase (solution a 1 mg/ml préparée dans de 1'eau distillée

fraichement bouillie refroidie).

Le pH est voisin de 5,6. L'&volution de la B-amylolyse est suivie par la mesure
selon NELSON de 1'augmentation du pouvoir réducteur due & la libération du maltose.
Aprés 12 heures, le pouvoir réducteur est constant, le taux de B-amylolyse est

calculé ainsi :

A PR’ est 1'augmentation du pouvoir réducteur exprimé en mg de maltose par ml de
solution; g, la concentration de la digestion exprimée en mg de glucose par ml de

solution (concentration obtenue par la méthode & 1'amyloglucosidase (cf. § 2.2.1.1
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RESULTATS

Notre travail a consisté 3 étudier le fractionnement de 1'amidon de pomme de
terre par précipitation sélective.

La méthode mise au point par BANKS et GREENWOOD a été utilisée puis complétée
afin d'obtenir une amylose trés pure. Les fractions obtenues 3 chaque étape ont éteé
analysées quantitativement puis caractérisées a4 1'aide de méthodes enzymatiques et
physico-chimiques. Afin de suivre 1'&volution de la purification de 1'amylose, nous
avons notamment employé la chromatographie de perméation sur gel de Sépharose 2B,
méthode récemment développée pour fractionner les macromolécules glucidiques. Les
deux amyloses industrielles Avebe et Hayashibara ont également &té étudiées par ces
méthodes afin de pouvoir les comparer a 1'amylose obtenue.

Dans ce chapitre, nous rapportons les résultats relatifs d'une part a 1'analyse
quantitative du fractionnement, d'autre part a la caractérisation des produits obte-
nus a chaque étape du fractionnement. La derniére partie est consacrée a 1'inter-

prétation des résultats et 3 la discussion.

1 -~ COMPOSITION DE L‘'AMIDON DE POMME DE TERRE

La composition chimique de 1'amidon de pomme de terre que nous avons utilisé
a été déterminée au laboratoire. Elle est la suivante (les résultats sont exprimés

en g pour 100 de produit sec) :

Amidon de pomme de terre

H20 19,8
Azote 0,05
Matiéres minérales 0,29
Lipides 0,04
Amidon 99,0
Amylose 22,2

Les déterminations de la teneur en eau, de l'azote et des matiéres minérales
sont effectuées selon les techniques décrites dans '"les méthodes analytiques des
céréales, farines et produits dérivés' CNRS - 1958.

Le dosage des lipides est effectué selon la méthode de SCHOCH (1942).

La teneur en amylose a été déterminée par la m&éthode amp@rométrique de

LARSON et al. (1953), sachant que 100 mg d'amylose complexe 19,5 mg d'iode.

2 - ANALYSE QUANTITATIVE DU FRACTIONNEMENT

L'amidon de pomme de terre a &té fractionnéd selon la méthode indiquée au § 2.

chapitre Matériels et Méthodes, conduisant aux diverses fractions : précipité
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d'amidon, complexe amylose-thymol, complexe amylose-butanol, fractions amylopectine
et matériel intermédiaire, complexes amylose~butanol recristallisés; le complexe

amylose-butanol obtenu au cours de la 5&me recristallisation &tant "1'amylose'.

Ces fractions ont &té dosées selon les méthodes indiquées au § 2.1.5 - Ch.
Matériel et Méthodes .

La teneur en amidon des gels est obtenue en dispersant environ 100 mg de gel
(masse exacte M) dans | ml de KOH N. La solution portée a 10 ml par addition d'eau
est dosée par la méthode 3 1'anthrone (cf. § 2.2.2.1 -~ Ch. Matériel et Méthodes).
C étant la concentration en amidon de cette solution, la teneur en amidon du gel
considéré est calculée ainsi :

cCx 10 M est en mg
M C en mg/ml

Les divers surnageants contenant les fractions "amylopectine" et '"matériel
intermédiaire'" ont été analysés, éventuellement apré&s dilution, par la méthode a

1'anthrone.

Le pourcentage d'amidon total que représente chaque produit obtenu au cours du
fractionnement a également &t& calculé. Soit M’ la masse d'amidon fractionné (expri-
mée en g de substance séche).

- Soit Q la masse en g du gel obtenu,

T la teneur du gel calculée comme indiqué ci-dessus.
QxT
M’
- Soit V le volume en ml du surnageant obtenu,

Le gel représente pour cent de 1'amidon initial.

C’ la concentration du surnageant en mg/ml.

. VxC . i .
Le surnageant représente _______ pour cent de l'amidon initial.

M’

Le fractionnement, pour &tre quantitatif, exige une bonne qualité de manipula-
tion. 3 fractionnements ont &été effectués au cours desquels une certaine maitrise
du proc&dé a été acquise. C'est pourquoi le 38me s'est avéré le plus satisfaisant
du point de vue quantitatif tant au niveau des rendements par &étape que du rende-
ment global. Ce sont les résultats relatifs au 3éme fractionnement que nous rappor-|
tons ici.

15,0658 g, soit 12, 0816 g en substance s&che d'amidon, ont été fractionnés.
Le schéma du fractionnement est représenté sur la fig. 16. La quantité@ obtenue pour
chaque fraction (en g pour les gels, en ml pour les surnageants) y a &té indiquée
ainsi que la quantité d'amidon qu'elle représente.

Dans le tableau 1] ont &té rassemblés les résultats relatifs & 1'analyse quan-




GRAINS D'AMIDON
12,0816 g en substance séche

|

Prétraitement par le DMSO
Précipitation par le butanol-l

'
PRECIPITE D'AMIDON
41,8 g de gel soit 12,12 g d'amidon

Complexation par le thymol

COMPLEXE AMYLOSE-THYMOL SURNAGEANT "AMYLOPECTINE VRAIE"
30,74 g de gel = 4,3 g d'amidon 370 ml contenant 7,66 g d'amidon
|

Complexation par le butanol

COMPLEXE AMYLOSE-BUTANOL _-§~‘~_§-‘~‘~§~§“§“‘“ SURNAGEANT ““AMYLOPECTINE-BUT"

25,35 g de gel = 3,55 g d'amidon ‘ 527 ml contenant 0,62 g d'amidon

lére recristallisation dans

1'eau saturée;en butanol —~_‘____-§--§‘~‘§§§ﬂ‘
DMPLEXE AMYLOSE-BUTANOL RECRISTALLISE 1 fois SURNAGEANT 1ére RECRISTALLISATION

27,7 g de gel : 3,24 g d'amidon 374 ml contenant 0,12 g d'amidon
28me recristallisation
' I
DMPLEXE AMYLOSE-BUTANOL RECRISTALLISE 2 fois SURNAGEANT 2éme RECRISTALLISATION
20,23 g de gel = 2,91 g d'amidon 402 ml contenant 0,22 g d'amidon

38me recristallisation

} \\
DMPLEXE AMYLOSE-BUTANOL RECRISTALLISE 3 fois SURNAGEANT 3éme RECRISTALLISATION

19,70 g de gel = 2,54 g d'amidon 340 ml contenant 0,27 g d'amidon

4éme recristallisation

U \
COMPLEXE AMYLOSE-BUTANOL RECRISTALLISE 4 Fois SURNAGEANT 4éme RECRISTALLISATION

14,40 g de gel = 2,33 g d'amidon 360 ml contenant 97 mg d'amidon

5&me recristallisation

' \\
"AMYLOSE" SURNAGEANT 5éme RECRISTALLISATION

13,34 g de gel = 2,03 g d'amidon 204 ml contenant 20 mg d'amidon

Fig. 16 - Schéma du fractionnement de 1'amidon de pomme de terre




TABLEAU 11

ANALYSE QUANTITATIVE DU FRACTIONNEMENT CHIMIQUE DE L'AMIDON DE POMME DE TERRE

Teneur en amidon Quantité Quantité d'amidon
Fractions d'amidon Amidon initial(l)
Gel Surnageant
A mg/ml g A

Précipité d'amidon 29,0 12,12 100,3
Complexe Amylose-Thymol 14,2 4,36 36,1
Surnageant "Amylopectine-Vraie" 20,70 7,66 63,4
Complexe Amylose-Butanol 14,0 3,55 29,4
Surnageant "Amylopectine—But" 1,18 0,62 5,2
Complexe Amylose-Butanol 11,7 3,24 26,8

Recristallisé 1 fois '
Surnageant lére recristallisation 0,45 0,12 1,4
Complexe Amylose-Butanol 14,4 2,91 24,2

Recristallisé 2 fois
Surnageant 2éme recristallisation 0,54 0,22 1,8
Complexe Amylose-Butanol

Recristallisé 3 fois 12,9 2,54 21,0
Surnageant 3éme recristallisation 0,82 0,27 2,3
Complexe Amylose-Butanol 15,5 2,23 18,5

Recristallisé 4 fois
Surnageant 4éme recristallisation 0,27 0,10 0,8
Complexe Amylose-Butanol 15,2 2,23 16,8

Recristallisé 5 fois
Surnageant 5éme recristallisation 0,09 0,02 0,15

(1) L'amidon initial &tant exprimé en matidre s&che soit 12,0816 g. (j?E)
Liug
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titative du fractionnement. Pour chaque fraction ont &té indiquées la teneur en
amidon, la quantité d'amidon contenue dans cette fraction et la proportion de

1'amidon initial qu'elle représente.

Le procédé conduit aux fractions amylopectine, matériel intermédiaire et
amylose correspondant respectivement a3 68,6 7 , 6,5 7 et 16,8 7 de 1'amidon

initial. Le rendement du fractionnement est donc de 92 Z.

Remarquons que le taux d'amylose obtenue aprés fractionnement chimique (16,8 %)
est inférieur a la teneur apparente en amylose (22,2%)déterminée sur 1'amidon

par la méthode amp&rométrique.

3 - CARACTERISATION DES FRACTIONS OBTENUES AU COURS DU FRACTIONNEMENT PAR CHROMATO-
GRAPHIE DE PERMEATION SUR GEL DE SEPHAROSE 2B-CL

La chromatographie de perméation sur gel permettant de contrdler 1'homogénéité
macromoléculaire d'un composé, 1'évolution du fractionnement a &té suivie en déter-—
minant les profils d'élution des produits obtenus & chaque étape sur une colonne de
gel de Sépharose 2B-CL.

La colonne a d'abord &té calibrée, les divers échantillons ont ensuite &té

étudiés.
3.1 - PROCEDE UTILISE POUR CHAQUE CHROMATOGRAPHIE

% Préparation de la solution injectée

Le fractionnement de chaque produit a nécessité la préparation selon la méthode
indiquée au § 2.1.5 de 5 ml d'une solution de concentration comprise entre 2 et
5 mg/ml en KOH O,IN. La concentration exacte est déterminée par un dosage a 1'anthro

ne (cf. § 2.2.2.1 Ch. Matériel et Méthodes).

* Détermination du profil d'élution (cf. Travaux Antérieurs § 3.4.1)

V ml de la solution préparée comme indiqué ci-dessus sont injectés sur la
colonne. Les fractions collectées sont dosées par la méthode & 1'anthrone ou &
1'orcinol et le profil d'élution est &tabli selon la mé&thode décrite au § 2.3.1.
Pour faciliter leurs comparaisons, les profils ne seront pas &tablis en fonction du
volume d'&lution Ve qui dépend de la taille de la colonne, de la hauteur du gel...

. . . . Ve - Vo . s i 5
Nous introduisons le coefficient K,, = ————— qui est indépendant de ces paramé-

Vv v
. vt o .. . . .
tres et permettra de comparer plus aisément 1 position des pics de plusieurs profil




- 36 -

% Identification des pics

Lorsque les fractions collectées seront suffisamment concentré@es, un spectre

Qs

1'iode pourra étre effectué selon la méthode indiquée au Ch. Matériel et Méthodes

wn

2.3.2 pour identifier la nature du matériel &lué.

¥ Détermination du rendement de la colonne et de la fraction de glucides &lués

27

un K donné.
av

Soit [C} la concentration de la solution injectée en mg/ml
V 1le volume injecté en ml
Q la quantité totale de glucides récupérés en mg.
le rendement de la colonne est : ___11____
{c}] xv
Le profil d'élution étant &tabli, la fraction en poids de macromolécules &luées
au volume V_ est égale au rapport de 1'aire du pic situé au Vo a 1l'aire totale de

la courbe.

3.2 - CALIBRAGE DE LA COLONNE

Le calibrage de la colonne a été effectué par la détermination d'une part des

Vo et Vt’ d'autre part des Kav de 2 amyloses référencées.

3.2.1 - Détermination des V_ et V_

L

Le volume d'exclusion Vo et le volume total Vt de la colonne ont été déterminés

par injection d'une solution de glucose et d'amidon de mais cireux.

% Préparation de la solution : 5 mg d'amidon de mails cireux(soit 4,3 mg en
substance s&che)ont été dispersés & 4°C sous agitation magnétique dans 0,5 ml de
KOH N. 8,5 mg de glucose et 4,5 ml d'eau distillée sont ajoutés conduisant 3 une
solution en KOH 0,IN dont la concentration déterminée par un dosage 3 1'anthrone

est 2,62 mg/ml exprimée en glucose.

% Profil d'élution : 2,5 ml de la solution de glucose et d'amidon de mais
cireux sont injectés sur la colonne. Aprés dosage des fractions collectées, le
profil d'élution obtenu (fig. 17) présente 2 pics. L'un situé a 95 ml soit au volume
d'exclusion V, ¢ la masse moléculaire des particules &luées a ce niveau est selon
le fournisseur Pharmacia 2 107, il s'agit donc bien de 1'amylopectine. Le second

pic, correspondant au glucose, est 4 258 ml et correspond au volume total de la colonn

%* Rendement : la quantité de glucides totaux récupérés étant 6,45 mg, le rende-~
ment de la colonne est 98,5 Z. La quantité de glucose ré&cupéré& (fractions éluées
entre 0,78 et 1,4) est 4,078 mg soit 96 Z de la masse de glucose pesé et 63,2 7 de
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Fig. 17 - Diagrammes d'&lution sur Sépharose 2B-CL

. d'une solution de glucose et de mals cireux (+—+—+)

. de 1'amylose Avebe ( *—x—x )

. de 1'amylose Hayashibara ( +—+—. )
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la quantité totale de glucides récupérés. Les 36,8 7 complémentaires correspondent
donc a 1'amidon de mais cireux : 30 7 (obtenusen faisant le rapport de l'aire du

1T pic & 1l'aire de la courbe totale) sont élués au 1€F pic.

3.2.2 - Détermination des Kav de 2 amyloses industrielles

Les profils d'€lution de 1'amylose Avebe et de 1'amylose Hayashibara ont été

déterminés.
%* L'amylose Avebe

Préparation de la solution : 12,2 mg d'amylose, soit 11,25 mg en substance
séche, sont dispersés 3 4°C sous agitation magnétique dans 0,5 ml de KOH N. 4,5 ml
d'eau distillée sont ajoutés conduisant d une solution en KOH O,IN dont la concen-

tration déterminée par dosage & .1'anthrone est 2,435 mg/ml en équivalent glucose.

Détermination du K =
3,5 ml de la solution d'amylose sont injectés sur la colonne. 8,719 mg de glucides
sont récupérés d'oli le rendement de la colonne 102 Z.
Le profil d'élution obtenu (fig. 17) présente 2 pics.
Le 18T pic, de surface trés faible, est situé au V0 (KaV =0).
Le an pic est 3 Kav = 0,495.
Un spectre 3 1'iode ne peut 8tre effectué sur les fractions &luées au 1®Y pic car
elles ne sont pas suffisamment concentrées. Le spectre & l'iode effectué sur 2 ml
de la fraction éluée & K,y = 0495 conduit 3 un xmax de 620 nm, qui selon
la littérature correspond d 1'amylose.
Le 1PT pic situé au volume d'exclusion du gel correspond probablement & une fraction
amylopectine contaminant 1'amylose. La proportion de cette fraction obtenue en
faisant le rapport de 1'aire du 18T pic (cf. Fig. 17) 3 1'aire de la courbe totale

est égale a 3 7.

% L'amylose Hayashibara

Préparation de la solution : 12,65 mg d'amylose soit 11,67 mg en substance
séche sont dispersés par agitation au Vortex A température ambiante dans 0,5 ml de
KOH N. 4,5 ml d'eau distillée sont ajoutés conduisant & une solution en KOH O, IN

de concentration déterminée par dosage & l'anthrone 2,566 mg/ml.
P g g

Détermination du K
——————————————————— av

3 ml de la solution d'amylose sont injectés sur la colonne. 7,588 mg de glucides
sont récupérés d'ol le rendement de la colonne 98,5 7.

Le profil d'élution obtenu (fig. 17) présente un maximum a Kav = 0,65.
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3.2.3 - Influence sur le profil d'élution de la masse de glucides injectés sur la
colonne

Pour que la chromatographie soit effectuée dans les meilleures conditions
possibles, le volume de 1'échantillon doit &tre inférieur, d'aprés Pharmacia, 2
5 Z du volume du gel soit ici 12 ml.

i

L'influence sur le profil d'élution de la masse de glucides déposés sur la
colonne a &té étudiée en injectant 3,5 ml de solution d'amylose Avebe de concentrag
tions différentes. %

Nous avons déposé sur la colonne 5,2 - 8,72 - 11,12 - 14,27 - 22,35 mg d'amy{
lose Avebe. Les solutions ont &té préparées comme indiqué dans le paragraphe précéé
dent. Les rendements obtenus sont compris entre 96 et 102 %. Les profils sont |

représentés sur la figure 18.

Remarquons que, au-dessus de 8,7 mg, le second pic correspondant 3 1'amylose
(cf. § 3.2.2) est déplacé dans le sens des Kav croissants quand la masse de produi#
injecté augmente (cf. Tableau 12). Pour comparer les profils d'é&lution de 2 échan—}

tillons, il faudra donc veiller 3 injecter les mémes quantités sur la colonne.

3.3 - CHROMATOGRAPHIE DE PERMEATION SUR GEL DE SEPHAROSE 2B~CL DES PRODUITS OBTENUS
AU COURS DU FRACTIONNEMENT DE L'AMIDON DE POMME DE TERRE

L'évolution du fractionnement de 1'amidon a &té suivie en déterminant &

chaque étape les profils d'élution des fractions obtenues et en les comparant a

celui de 1'amidon de pomme de terre.

Pour chaque échantillon, nous avons procédé comme indiqué au paragraphe 3.1.
Dans le tableau 13, figurent la quantité de produit dispersé par ml de solution
injectée, la concentration de la solution injectée, la masse de glucides injectés
et le rendement de la colonne.
Les rendements sont compris entre 93 et 106 Z. Ceci s'explique par le manque !
|

de précision du dosage a8 1l'anthrone pour les faibles concentrations.

\
. . . |
3.3.1 - Chromatographie de 1'amidon de pomme de terre natif {

Le profil obtenu (fig. 19) présente un pic important i Kav = 0 suivi d'une
longue trainée. La fraction d'amidon €lué au volume d'exclusion du gel est 1'amylo-

pectine (cf. § 3.2.1). L'allure du profil ne permet pas d'évaluer précisément la

proportion de cette fraction.

3.3.2 - Chromatographie des complexes de 1l'amylose

% Complexe amylose-thymol ]

Le profil d'élution du complexe amylose-thymol (fig. 19) présente 2 pics. Pour
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4 wo.mi

Fig. 18 - Diagrammes d'é&lution sur Sépharose 2B-CL de solutions

contenant différentes quantités d'amylose Avebe :

S5mg (e—e—* ) ; 8,7mg (a—a—a ) ; 1l mg (+-v= );

14 mg (x—x—x ) ; 22 mg ( a—2—a ).
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TABLEAU 12

INFLUENCE DE LA MASSE DE GLUCIDES DEPOSES SUR SEPHAROSE 2B-CL
SUR LA POSITION DU 20d PIC DU PROFIL D'ELUTION DE L'AMYLOSE AVEBE

Masse de glucides Kav Rendement du
injectés fractionnement

mg du pic d'amylose b4

5,20 0,495 96

8,72 0,495 102

11,12 0,510 98

14,27 0,540 99

22,35 0,625 99




TABLEAU 13

ANALYSE QUANTITATIVE DES FRACTIONNEMENTS SUR SEPHAROSE 2B CL DES PRODUITS OBTENUS

{c]

I

voluyme |Quantité de

Quantité de

|
|

Echantillons mg{m{ injecté g19c1d?s g{uc1§e§ rendement
exprime en injectes recuperes
glucose ml mg mg %
Amidon de pomme de terre 2,352 3 7,056 6,902 97,8
Complexe Amylose-Thymol 3,195 3 9,586 9,203 96,0
Complexe Amylose-Butanol 2,937 3 8,811 8,700 98,0
Complexe Amylose-Butanol 3,170 3 9,510 9,400 99,0
Recristallisé | fois
Complexe Amylose-Butanol 1,862 6 11,172 11,489 108,0
Recristallisé 2 fois
Complexe Amylose-Butanol 3,647 3 10,941 11,045 101,0
Recristallisé 3 fois
Complexe Amylose-Butanol 4,487 3 13,500 14,325 106,0
Recristallisé 4 fois
"Amylose" 3,978 3 11,936 11,478 96,2
"Amylopectine-Vraie" 4,918 1,5 7,377 7,495 103,0
"Amylopectine-But" 3,56 2,5 8,900 8,310 93,4
Surnageant lére recristallisation 2,133 3 6,400 6,336 99,0
Surnageant 2éme recristallisation 3,200 3 9,600 9,513 99,0
Surnageant 3éme recristallisation 2,900 3 8,700 8,679 99,8
s BN
S

WUt
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les identifier,des spectres a 1'iode ont été effectués sur les fractions de concen-
tration suffisante. Le maximum d'absorption du spectre Xmax est &gal a 550 nm a

Kav = 0, puis augmente progressivement jusqu'a 620 nm 3 Ky = 0,5 et décrolt ensuite
(cf. fig. 18). Le ler pic correspond donc a une fraction amylopectine contaminant
la fraction "amylose" &luée au 2nd pic. La proportion d'amylopectine obtenue en
faisant le rapport de l'aire du ler pic (fig. 19) 3 1'aire de la courbe totale

est &égale a 25 Z.

¥ Complexe amylose-butanol

Aprés dispersion du complexe amylose-thymol et complexation au butanol,
"1'amylose", comme le montre le profil d'élution (fig. 19) est encore fortement
contaminée par 1'amylopectine. L'aire du ler pic (fig. 19) représente en effet
15,7 % de 1'aire de la courbe totale.

I1 est donc indispensable'de recristalliser.

% Complexes amylose-butanol recristallisés

Les profils d'élution des complexes amylose-butanol recristallisés ont été
portés sur la figure 20 ainsi que 1'@volution pour chaque complexe du')\max en fonc-
tion de Kav (pour les complexes obtenus au cours des 2 derniéres recristallisations,
les fractions collectées a Kav = 0 sont trop peu concentrées pour permettre d'effec-
tuer un spectre a 1l'iode).

La figure 20 montre que la fraction amylopectine (1°F pic) contaminant 1'amy-
lose (zéme pic) diminue progressivement au cours des recristallisations pour dispa-
raitre totalement lors de la 5&me.

Aprés la 1ére recristallisation, la fraction amylopectine représente 11,2 %
-du mélange.

Elle est de 5,3 7 pour le complexe amylose-butanol recristallisé 2 fois.
Les 2 profils suivants ne présentent plus qu'un épaulement et "1'amylose" finale
obtenue aprés 5 recristallisations ne présente qu'un pic.

Remarquons également qu'au cours des recristallisations, le pic d'amylose est
déplacé vers les KaV croissants (cf. Tableau l4). Signalons que ce décalage ne pro-
vient pas de la différence de quantités injectées sur la colonne puisque, excepté
pour le complexe amylose-butanol recristallisé@ 4 fois, les masses de glucides dépo-
sées varient entre 9,4 et 11,5 mg (Tableau 13), zone oli il a été& montré (Tableau 12
que le K.y des pics varie de 0,02. Ce décalage des pics est peut-8tre le signe
d'une dégradation survenant au cours du fractionnement. Nous &tudierons ceci plus

en détail a la fin de ce chapitre.
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TABLEAU 14

VARIATION DU Kav DU PIC D'AMYLOSE DU
COMPLEXE AMYLOSE-BUTANOL AU COURS
DES RECRISTALLISATIONS

N°® de recristallisation K o
1 0,56
2 0,60
3 0,61
4 0,65
5 0,66




3.3.3 - Chrométographie des fractions amylopectine

Les profils d'élution obtenus & partir de "Amylopectine-vraie" et "Amylopec-
tine-but" sont porté@s sur la fig. 21. La variation de xmax en fonction de Kav a
8galement &té étudiée. Les 2 profils présentent un pic important au volume d'exclu-
sion du gel suivi d'une longue trainée. La variation de Amax en fonction de Kov
a également été &tudiée. Les 2 profils présentent un pic important au volume
d'exclusion du gel suivi d'une longue trainée. Le Amax au sommet des pics est de
1'ordre de 550 nm, ce qui correspond bien & 1'amylopectine. Les 2 profils sont

quasiment superposables.

3.3.4 - Chromatographie des fractions de matériel intermédiaire

Les chromatographies des surnageants des lére, 2€me et 38me recristallisa-
tions ont été réalisées. Les profils d'élution sont présentés sur la figure 22
ainsi que les xmax des spectres 3 1'iode effectuées sur les fractions les plus
intéressantes (le Amax n'a pu étre déterminé pour les fractions &luées a Kav =0
dans le cas du surnageant de la 3éme recristallisation car ces fractions ne sont
pas suffisamment concentrées).
Les profils d'élution présentent tous 2 pics. Le ler situé a Kav = 0 et dont Xmax
est €gal & 550 et 555 nm correspond 3 une fraction amylopectine dont la proportion

dans le mélange diminue au cours des recristallisations.

Ce 1°¥ pic (cf. fig. 22) représente :
v é . . .
= 7 % de la courbe totale dans le cas du surnageant de la 1 re recristallisation,
éme . . .
- 5,4 7 dans le cas de surnageant de la 2 recristallisation,
éme . . .
- 2,7 7 dans le cas de surnageant de la 3 recristallisation.

Le second pic est déplacé vers les Kav croissants lorsque le nombre de
recristallisations augmente. Il se situe successivement 3 0,565 , 0,59 et 0,605.
Le Amax au sommet du pic varie de 615 a3 625, ces fractions sont donc en partie
constituées d'amylose. Cependant, le xmax reste faible tout le long du profil
surtout dans le cas du surnageant de la lére recristallisation. Donc ces fractions
sont également constituées d'une quantité non négligeable d'amylopectine de bas

poids moléculaire.

4 - CARACTERISTIQUES PHYSICO-CHIMIQUES DES PRODUITS DU FRACTIONNEMENT DE L'AMIDON
DE POMME DE TERRE ET DES 2 AMYLOSES INDUSTRIELLES

Tous les produits obtenus au cours du fractionnement chimique de 1'amidon -

précipité d'amidon, complexes de 1'amylose, fractions amylopectine et matériel
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de 1'amidon de pomme de terre.

. fraction "amylopectine-but"

Diagrammes d'élution sur Sépharose 2B-CL des fractions
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Fig. 22 - Diagrammes d'é&lution sur Sépharose 2B-CL, des différentes
fractions de matériel intermédiaire obtenues au cours du
fractionnement chimique de 1'amidon de pomme de terre.

. fraction contenue dans le surnageant de la lére recris-
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intermédiaire - ont &té caractérisés par :
- le maximum du spectre d'absorption du complexe formé avec 1l'iode : xmax
- la capacité de liaison a 1'iode : CLI
- la viscosité intrinséque [n)
Ces caractéristiques ont également été déterminées pour 1'amylose Avebe et

1'amylose Hayashibara.

4.1 - DETERMINATION DU MAXIMUM DES SPECTRES D'ABSORPTION DES COMPLEXES FORMES AVEC
Ty .
L IODE : AMAX
Pour chaque &chantillon, une solution @ 100 ug/ml en KOH O,IN a &té préparée.
2 ml sont prélevés pour réaliser les spectres en milieu KC1 0,08 M (cf. Matériel
et Méthodes § 2.3.2). Les valeurs des Amax obtenus pour les divers produits du

fractionnement et les 2 amyloses industrielles sont rassembl&es dans le tableau 15.
Les spectres ayant la méme allure, seuls sont représentés sur la figure 23, ceux

de 1'amylose Avebe, 1'amidon de pomme de terre et ceux des fractions amylose et

amylopectine obtenues au cours du fractionnement.

Remarquons la tré&s nette é&volution du Amax des fractions obtenues au cours
du fractionnement : de 590 nm pour 1'amidon de pomme de terre 3 625 nm pour

"1'amylose'" finale.

4.2 - DETERMINATION DES CAPACITES DE LIAISON A L'IODE (CLI) DES AMYLOSES INDUSTRIEL-
LES ET DES PRODUITS DU FRACTIONNEMENT DE L'AMIDON DE POMME DE TERRE

Les CLI ont &té déterminées 3 partir de solutions 3 | mg/ml pour les amyloses,
les complexes de 1'amylose et 3 5 mg/ml pour les fractions amylopectine, selon la
méthode indiquée au Ch. Mat. et Méthodes §2.3.2 . L'allure des courbes &tant sembla-
ble pour les différentes fractions étudiées, seules les courbes relatives a 1'amido
et aux fractionsamylose et amylopectine sont représentées (Fig.24). Les valeurs obteme
pour chaque dosage ont &té rapportées dans le tableau 16. Notons 1'augmentation
de la CLI de 14,8 7 pour le complexe amylose—-thymol & 19,5 % pour "1'amylose"

finale, qui montre bien 1'é&volution de la purification de 1'amylose.

4.3 - DETERMINATION DES CARACTERISTIQUES VISCOSIMETRIQUES DES AMYLOSES INDUSTRIEL-
LES ET DES FRACTIONS OBTENUES AU COURS DU FRACTIONNEMENT DE L'AMIDON DE POMME DE
TERRE

Des mesures de viscosité ont été effectuées selon la méthode indiquée au
chapitre Matériel et Méthodes § 2.3.4 sur, d'une part les amyloses industrielles,
d'autre part le précipité d'amidon, les complexes de 1'amylose, le matériel inter-

médiaire et les fractions amylopectine obtenus au cours du fractionnementde 1'amido:




TABLEAU 15

VALEURS DU MAXIMUM DES SPECTRES D'ABSORPTION DES COMPLEXES
DES AMYLOSES INDUSTRIEILES ET DES PRODUITS DU FRACTIONNEMENT
DE L'AMIDON DE POMME DE TERRE FORMES AVEC L' IODE

Echantillons Amax

nm
Amidon précipité par le bﬁtanol 590
Complexe amylose~thymol 610
Complexe amylose-butanol 615
"Amylose" 625
"Amylopectine~Vraie" 555
"Amylopectine-But" 555
Amylose Avebe 625
Amylose Hayashibara 600
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Fig. 23 - Spectres d'absorption des complexes avec 1'iode de
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TABLEAU 16

CAPACITES DE LIAISON A L'IODE DES AMYLOSES INDUSTRIELLES ET DES FRACTIONS
OBTENUES AU COURS DU FRACTIONNEMENT DE L'AMIDON DE POMME DE TERRE

Volume de)Volumedu {c] CLI CLI
Fractions K IO3 blanc AV mg/ml moyen
ml ml en amidon VA yA
Amidon de pomme de terre 0,200 0,02 0,180 2,635 4,33 4,33
Complexe amylose-~thymol 0,1871 0,022 0,165 0,702 »9 14.8
" 0,024 | 0,163 .7 ’
Complexe amylose-butanol 0,310 0,015 0,295 1,130 16,55 16,57
0,312 0,016 0,296 16,6
"Amylopectine-Vraie" 0,064 0,020 0,044 5,147 0,54 0,54
" ” " ” "
"Amylopectine—-But" 0,072 0,018 0,054 4,542 0,75 0,75
0,074 0,020 0,054
"Amylose" 0,510 0,024 0,486 1,584 19,45 19.52
0,510 0,020 | 0,490 19,6 ’
Amylose Ayebe 0,337 0,026 0,311 1,005 19,62 19.59
0,337 0,027 0,310 19,56 ’
Amylose Hayashibara 0,152 0,034 0,118 0,7815 9,57 9.69
0,152 0,031 0,121 9,82 >

{/%
\ML!LLE
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de pomme de terre. L'amidon natif a également &té étudié afin de vérifier qu'il n'a
subi aucune dégradation au cours du prétraitement au DMSO et de la précipitation
par le butanol.

Pour chaque &chantillon, on étudie la variation de nsp =
i\ tg

B

oi t_  est le temps d'écoulement de la solution de concentration Cj;

t, lc temps d'édbu%emengidu solvant KOH 0,2N en fonction de la concentration.

N, 1
Les courbes —P = f(c) et -'Log(nsp + 1) = f(c) sont établies.
C C . .
Chaque échantillon donne lieu a 2 droites dont 1'intersection sur 1'axe des

ordonnées correspond & la valeur de la viscosité intrinsdque [n) conformément a la

n
relation de HUGGINS : 8P _ + A 2
’ [ﬂ] g (Nl7 ¢
1 n
et celle de KRAMER, MEAD et FUOSS  _TLog — = (n] - K (]2 ¢
c N,

-~

Sur les figures 25,26 sont représentées les droites correspondant 3 1'amidon et aux
fractions amylose et amylopectine obtenues au cours du fractionnement.

Dans le tableau 17 sont rassemblées les viscosités intrinséques des divers
échantillons. Remarquons les valeurs trés proches de celles de 1'amidon natif et
de 1'amidon précipité par le butanol. L'amidon n'a donc pas été endommagé. Les
valeurs obtenues pour 1'amylose, les fractions amylopectine et 1'amidon sont en
accord avec celles indiquées dans la littérature. L'amidon &tant constitué d'amylo-
se et d'amylopectine, sa viscosité intrinséque devrait &tre intermédiaire entre
celles de ces deux polyméres. Or, elle leur est toujours supérieure. Des &tudes
ont été faites sur des mélanges d'amylose et d'amylopectine dans des proportions
variables (DOUBLIER,ré&sultats non encore publiés). La variation de la viscosité
intrinséque en fonction de la teneur en amylose ou amylopectine du mélange est
linéaire. L'amidon ne suit pas cette loi probablement A cause des interactions
polymére-polymére que subissent 1'amylose et 1'amylopectine & 1'intérieur du grain.

La viscosité intrinséque de 1'amylose ayant &té déterminée, la masse molécu-
laire viscosimétrique est calculée 3 partir de la relation de MARK-HOUWINK

(n) = KM 7 ob selon BANKS et GREENWOOD (1975), en milieu KOH 0,2N & 25°C,
a =0,78 et K = 0,00692.

(n} = 185 ml/g donc M, = 474 000

Le degré de polymérisation moyen ﬁ?& est déduit de ﬁ; s
M

v
DPV SRVl oli M) est la masse moléculaire du monomére soit 162 g (180 g
o
masse moléculaire du glucose - 18 masse moléculaire de 1'eau).

D'ol 65; = 2930
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de terre. (' . '>
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Fig. 26 - Etude de la variation de la viscosité spécifique nsp/C et de la quan-
tité %«Log (nsp + 1) en fonction de la concentration de la fraction

"amylopectine-vraie" obtenue au cours du fractionnement chimique de

1'amidon de pomme de terre.




TABLEAU 17

VISCOSITES INTRINSEQUES DES AMYLOSES INDUSTRIELLES ET DES FRACTIONS
OBTENUES AU COURS DU FRACTIONNEMENT DE L'AMIDON DE POMME DE TERRE

(Mesures de viscosité effectudes a 25°C en milieu KOH 0,2 N)

Echantillons (n]
ml/g
Amidon natif ~ 241
Précipité d'amidon 243
Complexe amylose-thymol 196
Complexe amylose-butanol 145
"Amylose" 185
"Amylopectine-Vraie" 125
"Amylopectine-But" 132,5
Matériel intermédiaire : surnageant 113
2éme recristallisation
Amylose Avebe 139
Amylose Hayashibara 53
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De la méme fagon on obtient pour :

327 000 et DP 2000

- 1l'amylose Avebe

= <~
<

95 000 et DP_ = 580

- 1'amylose Hayashibara

<
<

5 - DETERMINATION DES TAUX DE S-AMYLOLYSE

Les amyloses industrielles et les produits obtenus au cours du fractionnement
de 1'amidon de pomme de terre ont été soumises 4 l'action de la B-amylase dans les
conditions indiquées au § 2.3.5.2. chapitre Matériel et Méthodes.

L'évolution du pouvoir réducteur de chaque digestion enzymatique déterminé
par la méthode de NELSON (cf. Matériel et Méthodes § 2.3.5.2.) a été suivie pendant
20 heures. D&s 12 heures, il est constant. Le taux de B-amylolyse de chaque é&chan-
tillon est alors calculé suivant la méthode décrite. Dans le tableau 18 ont &té
indiquées, pour chaque fraction, la quantité pesée par ml de substrat, la concentra-
tion de la digestion enzymatique exprimée en glucose et déterminée par la méthode
a 1'amyloglucosidase, le pouvoir réducteur en mg de maltose par ml et le taux de
B-amylolyse.

Le taux de R-amylolyse augmente tr&s nettement au cours de la purification
de 1'amylose. De 77 % pour le complexe amylose-~thymol, il atteint 95 % pour
1'amylose finale ce qui montre qu'elle est quasiment lin&aire. Les valeurs obtenues
pour 1'amidon et les fractions amylopectine sont semblables & celles trouvées dans

la littérature.




TABLEAU 18

TAUX DE B-AMYLOLYSE DES AMYLOSES INDUSTRIELLES ET DES FRACTIONS OBTENUES

AU COURS DU FRACTIONNEMENT DE L'AMIDON DE POMME DE TERRE

Masse d'éghénj‘ /[c} en ?ouvoir Taux de
, . tillon utilisé équivalent réducteur
Echantillons
mg/ml glucose mg de B-amylolyse |
de substrat mg/ml maltose/ml % !
!
Amidon précipité par le butanol 4,75 1,368 0,846 62 !
Complexe amylose-Thymol 7,02 0,998 0,768 77
Complexe amylose-butanol 11,3 1,612 1,370 85
"Amylose" 7,1 1,214 1,153 95
"Amylopectine-Vraie" 1,4 1,4 0,762 54
"Amylopectine-But" 1,32 1,318 0,738 56
kurnageants
lére recristallisation - - - -
Matériel | 2éme " 0,615 0,605 0,412 68
I“terme”4 32me " 0,51 0,507 0,402 79
diaire
43me " 0,36 0,361 0,260 72
KSéme " - - - ~
Amylose Avebe 1,036 0,725 70
Amylose Hayashibara 0,943 0,717 76




- 44 -

DISCUSSION GENERALE ET CONCLUSION

Le procédé de fractionnement de l'amidon le plus satisfaisant est celui
fondé sur la dispersion du grain. BANKS et GREENWOOD en 1967 ayant obtenu a partir
d'amidon de céréales des fractions pures d'amylose et d'amylopectine, le méme

procédé a été mis en oeuvre pour fractionner 1'amidon de pomme de terre.

L'évolution du fractionnement a été suivie par 1'analyse quantitative
et la caractérisation des fractions obtenues a chaque étape par des méthodes enzy-

matiques et physico-chimiques.

Parmi les méthodes de caractérisation des constituants de 1'amidon, la

méthode ampérométrique de LARSON et al. (1953), utilisée pour déterminer de fagon
précise la quantité d'iode complex&e par une quantité d'amidon nécessite au mini-
mum, pour chaque dosage, 10 mg d'amylose. Grice & la sensibilité de détection de
1'appareillage utilisé (1'enregistreur peut déceler des variations d'intensité de
l'ordre de 0,04 microampére, sensibilité nettement supé@rieure a celle fixée par
LARSON et al. qui est de 0,2 microampére) , la méthode a pu &tre modifiée permet-
tant ainsi de réaliser des dosages ne nécessitant que des quantités limitées d'amy-
lose de 1 3 2 mg dans les prises d'essai.

Alors que les méthodes classiques de caractérisation des constituants de
1'amidon rendent compte de leurs propriétés physico-chimiques (complexation par
1'iode, viscosité...) ou enzymatiques (susceptibilité enzymatique), la chromatogra-
phie de perméation sur gel d'agarose a 1'avantage de mettre en évidence 1'homogé-
neité ou 1'hétérogéneité d'un produit. Grace aux propriétés du gel d'agarose, cette
méthode de séparation des macromolécules glucidiques permet d'employer des &luants
basiques (PH = 13), milieux dans lesquels ces macromolécules sont facilement mises
en solution.

Notre &tude effectuée sur 1'amylose AVEBE a montré que cette méthode est
reproductible et donne des résultats quantitatifs : les rendements obtenus, qui ne
dépendent pas de la quantité de glucides mise en oeuvre, sont compris entre 93 et
1067 . Par contre, la quantité de glucides déposés interfére sur la position du pic
d'amylose (fig.18). Un phénoméne d'agrégation méme en milieu basique intervient
vraisemblablement au dessus d'une certaine quantité déposée qui est de 11 mg
d'amylose, dans notre cas. D'oli 1'intérét de calibrer la colonne avec des polyo-
sides de structure chimique définie, c'est-3d-dire des polyméres du glucose 1iés en

o(l —»4) plutdét que des dextranes polyméres de D-glucose reliés principalement en

ol
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0(l——»6) avec lesquels sont généralement effectués les calibrages de tels gels.

Le fractionnement de 1l'amidon de pomme de terre a consisté & disperser

le grain par un prétraitement au DMSO puis & complexer 1l'amylose par le thymol et

a recristalliser par le butanol, les complexes obtenus.

Alors que le prétraitement en DMSOpréconisé par BANKS et GREENWOOD néces-—
site 3 jours de dispersion sous agitation magnétique, nous avans amélioré la
technique par addition de 57 d'eau au DMSO pur, ce qui a conduit apré&s 24 heures,

a une solution limpide, signe d'une dispersion totale des grains d'amidon.

La précipitation par le butanol de 1'amidon solubilisé dans le DMSO est
quantitative puisque le rendement est de 100%. Le précipité d'amidon obtenu a la
méme viscosité intrinsgque (243 ml/g), mesuré en KOH 0,2N que 1'amidon natif
(241 ml/g). Ce qui indique que les traitements successifs de solubilisation par
le DMSO et de précipitation par le butanol détruisent la structure physique de
1'amidon mais n'ont aucune action sur la structure chimique et simultanément
permettent d'extraire les traces de lipides présents dans 1'amidon, ces traces
de lipides étant susceptibles d'interférer sur les dosages ultérieurs par com-

plexation 3 1'iode.

La complexation par le thymol a conduit 3 un surnageant contenant la
fraction appelée "amylopectine vraie" représentant 63,67 de 1'amidon total. Cette
fraction est &luée sur Sépharose 2B-CL au méme volume que 1'amylopectine (fig.21).
Ses propriétés de caractérisation par 1'iode ( Xmax = 555 nm), de capacité de
liaison 3 1'iode (CLI = 0,54%) de viscosité ({n} = 125 ml/g) et de B-amylolyse
(B = 54%Z) correspondent 3 celles d'une amylopectine et sont tr@s proches de celles
obtenues par BANKS et GREENWOOD (1967) pour la méme fraction isolée 3 partir
d'amidons de céréales. Ce matériel est quasiment pur et avec GREENWOOD et
ROBERTSON (1954), nous pouvons affirmer que 1l'emploi de thymol comme premier
agent complexant permet d'obtenir, & partir du surnageant, une amylopectine de
grande pureté.

Par contre, le complexe amylose-thymol représentant 36,47 de 1'amidon
initial est supérieur a la teneur en amylose apparente (22,2%) déterminée par
ampérométrie.La capacité de liaison & 1'iode (14,8%) et le diagramme d'&lution

sur Sépharose 2B-CL indiquent en effet que la fraction amylose &luée au

Kav = 0,5 est contaminéepar 25% (Tableau 19, fig : 19) d'un matériel €lué au
Kav = 0. De plus, le matériel &lué au Kav = 0,5 correspond & une certaine frac-

tion d'amylose puisqu'elle n'est pas compldtement linéaire, son taux de




TABLEAU 19

RAPPORT DE LA SURFACE DE CHAQUE PIC A L'AIRE DE LA COURBE TOTALE D'ELUTION
CALCULE A PARTIR DES CHROMATOGRAMMES DES PRODUITS ETUDIES

Matériel représenté Matériel re rése?f§
. par le 1er pic par le 20d pic
Echantillons (K = 0) (0,495 < K < 0,660)
av av
A A

Amidon de pomme de terre N.D.(z) 0
Complexe amylose~thymol 25,0 75,0
Complexe amylose-butanol 15,7 84,3
Complexe amylose-butanol

Recristallisé 1 fois 1,2 88,8
Complexe amylose-butanol 5 3 94 .7

Recristallisé 2 fois > i
Complexe amylose-butanol

Recristallisé 3 fois N.D N.D
Complexe amylose-butanol

Recristallisé 4 fois N.D N.D.
"Amylose" 0 100,0
"Amylopectine-Vraie" N.D. N.D
"Amylopectine-But" N.D. N.D.
Surnageant lére recristallisation 7,0 93,0
Surnageant 2éme recristallisation 5,4 94,6
Surnageant 3éme recristallisation 2,7 97,3
Amylose Avebe 3,0 97,0

v - §

Amylose Hayashibara 0 100 tij

(1) Obtenu en faisant le complément & 100 du pourcentage figurant dans la l&re colonne.

(2) Non déterminé.
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B~amylolyse n'étant que de 77%. Le spectre d'absorption avec 1'iode de la
fraction contaminante présente un maximum d 550 nm indiquant la présence

‘d'"un matériel de type amylopectine. BANKS et GREENWOOD (1967),a partir
d'amidons de céréales ,obtiennent des complexes amylose-thymol dont la pro-
portion d'amylopectine contaminante déterminée par voie enzymatique (utilisant
la B~amylase et un mélange de B-amylase et de Z-enzyme (cf. Travaux antérieurs
(§ 4-2))varie de 11 a 227 selon la nature de 1'amidon. En 1957, COWIE et
GREENWOOD, aprés dispersion en milieu aqueux d'un amidon de pomme de terre et
addition de thymol,obtenaient un complexe contaminé par 267 d'amylopectine
déterminé par dosage potentiométrique de la quantité d'iode complexé&. Notre

8tude par chromatographie sur Sépharose 2B-CL confirme ce dernier résultat.

Ceci indique que la séparation amylose-amylopectine par le thymol
est plus efficace pour les amidons de céréales que pour 1'amidon de pomme de
terre. Le volume des molécules d'amylopectine contaminante est probablement
suffisamment faible pour que celles-ci soient emprisonnées dans les mailles
du gel oii demeure une forte proportion d'eau. D'oli 1'avantage de possé&der une
méthode plus fine, telle la chromatographie sur Sépharose 2B-CL, que la complexa-

tion par le thymol pour séparer les 2 types de macromolécules.

Afin d'éliminer le matériel contaminant du type amylopectine, certains
auteurs ont préconisé de redisperser le gel et de complexer 1'amylose par un
autre agent.

La complexation par le butanol du matériel préalablement complexé par
le thymol, sépare dans le surnageant une fraction appelée "amylopectine-but"
représentant 5,2% de 1'amidon total. Son profil d'élution sur Sépharose 2B-CL
(fig.21) présente un pic unique situé au KaV = 0, superposable 3 celui obtenu
avec la fraction amylopectine précédemment isolé&e. Le spectre du complexe du
matériel élué sous ce pic avec 1'iode présente un maximum a 555 nm. Ceci ainsi
que les caractéristiques de liaison & 1'iode (CLI = 0,757, Amax = 555 nm), de
viscosité ( {n} = 132 ml/g) et de R-amylolyse (B = 56%) indiquent que ce maté-
riel est une fraction amylopectine. Conformément & la littérature, elle a des
propriétés voisines mais cependant différentes de celles de la fraction "amy-
lopectine-vraie”. Elle est légérement contamine par du matériel de type
amylose comme le montrent ses taux de f~amylolyse, capacité de liaison a
1'iode et viscosité intrinséque plus élevés (Tableau 20).

Le complexe amylose-butanol qui représente 29,47 de 1'amidon initial

a des caractéristiques de complexation par 1l'iode (CLI = 16,67, Xmax = 615 nm),

ool




TABLEAU 20

ANALYSE QUANTITATIVE DU FRACTIONNEMENT DE L'AMIDON DE POMME DE TERRE.
CARACTERISTIQUES PHYSICO-CHIMIQUES ET ENZYMATIQUE DES

PRODUITS OBTENUS ET DES AMYLOSES INDUSTRIELLES

Pourcentage | A ax CLI Taux de
Echantillons de 1'amidon m ml/ DPV f~amylolys
initial nm % 8 %
|
!
Amidon natif 4,33 241 }
Amidon précipité par le butanol 100 590 243 62 i
Complexe amylose-thymol 36,1 610 14,8 196 77
Complexe amylose-butanol 29,4 615 16,6 145 85
"Amylose" 16,8 625 19,5 185 2930 95
"Amylopectine-Vraie" 63,4 555 0,54 125 54
"Amylopectine-But" 5,2 555 0,75 132 56
(surnageants
lére recristallisation 1,4\ 623
Matériel 4 2&me " 1,8 602 113 68
Interme= ) 3ome " 2,3 )6,52 | 625 79
diaire
4zme . 0,8 620 72
\5éme " 0,15 595
Amylose Avebe 625 19,7 139 2000 70
Amylose Hayashibara 600 9,7 53 580 76

(o8

,..
)
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de B-amylolyse (85%) inférieures 3 celles de 1'amylose. Le profil d'é&lution

sur Sépharose 2B-CL (fig.19) indique que ce complexe est encore contaminé

par 15,7% d'un matériel élué au méme volume que 1'amylopectine. Le complexe
avec 1'iode des fractions &luées sous ce pic présente un maximum d'absorption

& 555 nm, correspondant 3 un matériel de type amylopectine. Notons que BANKS

et GREENWOOD (1967) avec des amidons de céréales obtiennent dés cette étape

un complexe de capacité de liaison a 1'iode &levée (supérieure a 19,3%).

Par contre, le taux de R-amylolyse ne dépasse pas 80%. Le méme procédé de frac-
tionnement appliqué & 1'amidon de pomme de terre conduit dans notre étude

a une amylose encore fortement contaminée par de 1'amylopectine.

La purification de ce matériel a &t& poursuivie et 5 recristallisations
de la fraction amylose complexée ont &té nécessaires pour obtenir une fraction
linéaire. Le matériel é&lué au Ky=0 diminue progressivement (fig.20); simul-
tanément au cours des recristallisations, les complexes présentent des caracté-
ristiques de plus grande linéarité. Les 5 recristallisations ont conduit a
16,87 d'un matériel €lué sur Sépharose 2B-CL au Ky = 0,66. Le spectre d'absorp-
tion avec 1'iode de la fraction éluée au sommet du pic présente un maximum a
625 nm. Les caractéristiques de ce matériel ( Amax = 625 nm, CLI = 19,57,

B = 95%) indiquent de plus que l'on est en présence d'une fraction amylose
quasiment pure et linéaire. La valeur de la viscosité intrinséque conduit
a un DP, de 2930.

Lorsque 1'amidon de pomme de terre est fractionné selon le procédé
de BANKS et GREENWOOD, 5 recristallisations sont encore nécessaires pour
purifier 1'amylose alors que pour les amidons de céréales, d'aprés la litté-
rature, des recristallisations répétées de solutions saturées en butanol n'amé-
liorent pas la séparation. Cependant ,par superposition des profils d'élution
des complexes amylose-butanol recristallisés, on remarque que le pic corres-
pondant 3 1'amylose est déplacé au cours des recristallisations, dans le sens
des Kav croissants (fig.20). Il est difficile d'attribuer ce déplacement des
KaV 4 une dégradation éventuelle puisque les complexes &tant des mélanges
d'amylose et d'amylopectine, on ne pourrait rien conclure quant 3 la variation
des viscosités intrins@ques. D'autre part, une dégradation semble cependant peu
probable puisque les recristallisations se font 3 température ambiante. Les
risques d'oxydation sont donc trés faibles. Ce déplacement vers les Kav croissants
est plutdt dl 3 une diminution de 1'encombrement stérique du fait de la dimi-

nution du taux d'amylopectine.

R AN
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Le matériel intermédiaire séparé des complexes au cours des recristal-
lisations représente 6,5% de 1'amidon alors que COWIE et GREENWOOD en obtiennent
7% a partir de 1'amidon de pomme de terre. Les profils d'élution indiquent que
ce matériel est hétérogéne (fig.22). Une fraction est &luée au méme volume
que 1'amylopectine 1'autre 3 celui de 1'amylose. Au cours des recristallisations,
le pourcentage de la  Ere fraction diminue (Tableau 19). Le spectre d'absorption
des complexes avec l'iode des fractions &luées aux différents volumes, présente
un maximum & 555 nm pour la fraction éluée au sommet du 1¢* pic, ce maximum
se déplace ensuite de 600 vers 620 nm, valeur obtenue pour le sommet du second
pic. Ce matériel intermédiaire est donc constitué d'amylose, d'amylopectine de
faible poids moléculaire et de quelques pourcents (2 3 7) d'amylopectine de
haut poids moléculaire. Ce qui est confirmé par le taux de B-amylolyse de ce
matériel qui varie de 68 a 797.

Une étude enzymatique des différentes fractions séparées par chroma-
tographie sur Sépharose 2B-CL permettrait de préciser davantage la structure

des constituants de ce matériel intermédiaire.

La caractérisation des constituants de 1'amidon appliquée aux 2

amyloses industrielles met en &vidence que 1l'amylose Avebe est un produit

hétérogeéne. La chromatographie sur Sépharose 2B-CL (fig.17) sépare de 1'amylose
éluée au Kav = 0,495 une fraction amylopectine éluée au Kav = 0 et représentant
37 de la préparation. L'amylose Avebe est caractérisée par une CLI (19,57),
un Amax (625 nm) et une viscosité intrinséque (139 ml/g) comparables a ceux
généralement rencontrés dans la littérature mais cependant un taux de B-amy-
lolyse faible (70%) confirme qu'elle n'est pas totalement linéaire.

L'amylose Hayashibara est &luée sur Sépharose 2B-CL au KaV = 0,65,
ne présentant qu'un seul pic (fig.17), indice d'un matériel homogéne par
gel filtration. Les valeurs de Amax (600 nm), CLI (9,7%) et B (76%) correspon-
dent 3 une macromolécule pattiellement ramifiée. Cependant la différence entre le
ﬁ?ﬁ de 130, déterminée par le dosage des groupements réducteurs et le 5?;
de 580,mesuré a partir de la viscosité intrinséque traduit une assez grande
hétérogéneité de masse moléculaire. On sait selon la Société Hayashibara,
que la préparation de cette amylose est obtenue par déramification enzymatique
d'amidon qui conduit a un mélange de chaines de différents DP (>60,45 et 15),

déramification suivie de complexations et de précipitations. Ces derniers

ool e
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traitements ne sont pas suffisamment sélectifs et vraisemblablement conduisent
4 un matériel encore contaminé de chaines de faibles DP tels que 45 et 15.

I1 s'avére d'aprés nos résultats que le terme "amylose" est utilisé
couramment pour des fractions aussi différentes que celles obtenues par com-
plexation par les alcools (telle celle de notre étude) par précipitation par
le sulfate d'ammonium (1'amylose Avebe) et par déramification enzymatique de
1'amidon (1'amylose Hayashibara). Notre &tude,gridce 3 1'intervention de diffé-
rentes techniques de caractérisation,a permis de mettre en &vidence que si
certaines caractéristiques physico-chimiques telles que la capacité d'absorp-—

"amyloses', leur homogénéité et leurs

tion & 1'iode sont identiques pour 2
structures chimiques peuvent 8tre différentes.

Il est intéressant de comparer l'amylose de pomme de terre que nous
avons préparée d 1'amylose Avebe. Leurs CLI et Amax sont identiques mais la

167€ est plus linéaire (B = 95% au lieu de 707) et a un DP plus élevé (2930

de. Cependant, il est & remarquer que 1'amylose

au lieu de 2000) que la 2"
Avebe est éluée sur Sépharose 2B-CL a un volume plus faible (Kav = 0,495)

que 1'amylose préparée (Kav = 0,66). Ceci est di au fait que celle-ci est
quasiment linéaire ; 1'amylose Avebe, ramifiée, du fait de 1'encombrement
stérique, est éluée plus rapidement.

L'amylose Hayashibara avec un taux de B-amylolyse (76%) proche
de celui de 1'amylose Avebe (707) et constituée de chalnes plus courtes,
est retenue davantage sur le gel.

Le comportement de telles macromolécules sur gel d'agarose dépend
par conséquent de leur structure et de leur degré de ramification, ce qui
a déja été observé par le comportement différent sur Biogel P2 d'oligosides
linéaires en o (l.—=4), d'oligosides uniramifiés et multiramifiés en
a( | —~—»6) (KAINUMA et al., 1976).

L'étude par chromatographie doit donc &tre couplée avec une étude
physico~chimique ou enzymatique des composés permettant de préciser la nature
des facteurssusceptibles d'influencer leurs comportements sur gel.

De nombreux auteurs ont &tudié 1'amylose et ses caractéristiques
physico-chimiques et enzymatiques. Ils affirment que certes la taille molé-
culaire de 1'amylose dépend de sa source botanique, mais elle dépend aussi
du mode d'extraction de 1'amidon et de son schéma de fractionnement.

La plupart des auteurs distinguent les amidons commerciaux des amidons
préparés au laboratoire qui conduisent en général 3a des amyloses moins

"dégradées" (DP de 4000 au lieu de 2500). COWIE et GREENWOOD en 1957 par
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lixiviation obtiennent & partir d'un amidon commercial de pomme de terre une
amylose de DP 2400 et de taux de B-amylolyse 100% ; ces valeurs sont identiques
quand le grain est dispersé a 98°C. Avec un amidon extrait au laboratoire a
70°C, 1'amylose obtenue a un DP de 1800 et un taux de B-amylolyse de 867.
Les mémes auteurs, aprés dispersion de 1'amidon en milieu aqueux, complexation par
le thymol et recristallisations (au nombre de 3) par le butanol, sous NZ’
obtiennent :

- & partir d'un amidon extrait au laboratoire, une amylose de DP

3200 et de B-amylolyse, 777% ;

- 3 partir d'un amidon commercial, une amylose de DP 2500 et de

B-amylolyse, 957.

En conséquence, bien que sur bon nombre de points nos résultats
solent en accord avec la littérature, l'amylose, que nous avons obtenue & partir
d'un amidon de pomme de terre commercial et par la modification du fractionnement
chimique, est 3 la fois plus linéaire et a un DP plus élevé que celles préparées
jusqu'a maintenant.

Ceci pourrait présenter un intér@t certain pour la préparation de
fractions complétement linéaires susceptibles d'é€tre texturées sous forme de films.
Ces films biodégradaﬁles pourraientavoir une utilisation comme emballages de
produits alimentaires par exemple.

Le fractionnement de 1'amidon, par prétraitement au DMSO pour
disperser le grain, complexation de l'amylose par le thymol, recristallisations
par le butanol, dans des conditions permettant d'éviter les risques d'oxydation,
a conduit 3 une amylose pure représentant 16,87 de 1'amidon initial. Ce taux
est inférieur 3 la teneur obtenue par dosage ampérométrique (22,2%7). Ce qui
démontre que 1'iode est capable de complexer, en plus de 1'amylose pure, un
autre matériel de linéarité intermédiaire représentant 5,4% de 1'amidon initial ;
ce matériel correspond vraisemblablement au matériel intermédiaire qui a été
isolé au cours de recristallisations de 1l'amylose de pomme de terre (6,57).

Une étude de la structure chimique fine de ce matériel intermédiaire par la
méthode séquentielle enzymatique et chromatographique développée en milieu DMSO
par MERCIER et KAINUMA (1975) devrait permettre d'expliquer cette différence

entre la fraction amylose pure et 1'amylose '"apparente".
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