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II. Etude de I'homogénéité de 1’acide ribonucléique
de la levure

par

J.-M. GHUYSEN (Licge)

Risumic. — Lacide ribonucléique A isolé par Chanlrenne & partir de
la levure n'est pas homogeéne el semble élre conslilué de deux fractions
A el A,

Par {raclionnement répété a4 laide du précipitantl utilisé par cel
auleur, on peul isoler la fraction A1 de solubililé conslanle en fonction
de la quantité de phase solide présenle (diagramme de Kunilz-Norlhrop).

L'emploi d’autres milieux solvant-précipilant montre cependant que
celte constance de solubilité n'est qu’apparente. D’'une maniére générale,
il suffit, pour faire apparaitre 'hétérogénéité d'une fraction apparem-
ment homogéne dans un milicu, de lracer le graphique de Kunitz-Nor-
throp en utilisant un autre précipitant dans lequel cette fraction esl
plus soluble.

Il est done vraisemblable que 1’acide ribonucléique de Chanlrenne
esl caractérisé par une hélérogénéilé conlinue dont la nalure esl encore
A délerminer, el qui influence la solubilité de cetle macromolécule sui-
vant une loi actuellement i 1'étude.

I. Introduction

L’étude de la composition des acides ribonuecléiques puri-
fiés et I'oblention d’échantillons salisfaisant & des critéres dif-
férenls d’homogéndéité, constitue le probléme préliminaire &
résoudre avant toule élude physico-chimique de ces macro-
molécules.

Le travail entrepriz par II. Chantrenne (') sur la purifi-
calion et les courbes d'¢lectrotitration de I'acide ribonucléique
de la levure, ful le point de départ d'une série de recherches
acluellement en cours. Le produit oblenu par extraction & la
soude & 3 9 pendanl nonanle minules & une lempéralure de
07 C fat soumis & l'analyse par la technique des courbes de

(Y) H. Cuaxtnexsg, lheése Litge (1945); Bull. Soc. Chim. Belg., 55,
5 (1946); 55, 118 (1946).
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solubilité de Kunitz-Northrop. Le milieu précipilant adopté par
Chantrenne était constitué de deux volumes d’acide acétique,
un volume d’acétone et deux volumes d’eau; un volume égal
de la solution de nucléate & analyser étail additionné & ce
mélange. Chantrenne distingua ainsi deux fractions appelées
respectivement A de trés faible solubilité ( 2 30 mg d’acide
nucléique par litre) et B de solubilité supérieure & 30 g par
litre. Par précipilations fractionnées, il obtint le produil A ne
contenant plus que 1 &4 2 9 de B. La solubilité tres faible de
I'acide ribonucléique rendait cependant difficile I'étude de la
premiére partie du graphique de Kunitz-Northrop. On ne pou-
vait donc alfirmer avec certitude que cette substance était
constituée d’une seule espdee moléculaire.

II. Analyse de la fraction A de Chanirenne

Nous avons repris U'étude de Ta solubililé de Ia fraction A
en opérant dans des condilions expérimentales plus précises;
la température de 0° C était strictement constante au cours de
toules les manipulations et le dosage colorimétrique du phos-
phore minéralisable ou spectrophotométrique direcl de 1'acide
nucléique élait plus exact. Le sysléme solvant-précipitant uti-
lisé au cours des premiers essais était identique & celui ima-
giné par Chantrenne.

La courbe de solubilité ainsi oblenue (fig. la) révele deux
poinis importants :

La solubililé du produit A n’est conslanle en fonclion de
la quantité de phase solide qu’a partir d'une certaine valeur
d’abscisse; d’autre part, aux faibles quantités de phase solide,
"allure du graphique milite en laveur de deux fraclions que
nous appelons A; et A,. De nombreux graphiques de ce genre
onl élé obtenus & partir de différenls échantillons d’acide ribo-
nucléique de levure, On observe toujours avec le précipitant
de Chantrenne une discontinuilé nelle dans la courbe de solu-
hilité. Quelle que soil la valeur quantitative que 1'on puisse
allribuer & ces graphiques (voir plus loin) on peul dire que la
fraction A de Chanltrenne est hétérogtne. Par deux fraction-
nemenls répélés a l'aide du méme milieu et en lravaillant a
des concenlrations (rés faibles, nous avons pu obtenir un enri-
chissement progressif en A, (fig. 1b) et isoler finalement celte
fraction de solubilité trés faible el apparemment constante
dans loul le domaine de concentration étudié (fig. lc).

Par la suite nous ne sommes plus passés par le slade de la
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fraction A, mais nous avons ohtenu le produit A, en fraction-
nant directement l'acide ribonucléique brut et déprotéinisé
dans des conditions de dilution suffisante. Le rendement en A,
dépend du temps de contact de la levure avec la soude a 8 9,
lors de l'extraction. Pour un temps de contact de 90 minutes
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Fio. 1. — Hétérogénéité de A. Obtention de A, (précipitant : Chantrenne).
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4 0° C, on obtient généralement, par kilo de levure, 9 g de
produit brut et 2 g de la fraction A,.

Nous reviendrons dans la partie expérimentale sur les
conditions optimales d’extractions.

Signalons que la solubilité extrapolée peut varier considé-
rablement d’une fraction A, A une autre (4 et 12 y g de phos-
phore minérisable par cm®, par exemple). Nous verrons plus
loin que ceci peut &tre dit a plusieurs causes.

La détermination de la quantilé d’acide en solulion était
basée sur un dosage de phosphore; il élait nécessaire d’élablir
également les courbes de solubilité de la fraction A, par dosage
d’azote et gravimétriquement. En opérant sur un échantillon
caractérisé par une solubilité de 4 P y/cm® nous avons, dans
le premier cas, trouvé que la solubilité exprimée en y d’azote
par em® était constante (6,6 N y/em?).

Dans le second ¢as, on obtient une droile dont 1’inclinai-
son représente environ 24 9, de produit soluble (tig. 1d).

Comme le nucléate de soude se trouve en solulion sous
forme de sel télrasodicque, et comme il est précipité par le
milieu de Chantrenne sous forme acide avec formation d’acé-
tate de sodium, les 24 ¢, de produit soluble représentent donc
6,7 9% de sodium. Or le pourcentage de sodium caleulé pour
un polynucléolide conslitué par T'union de tétranucléolides
sodiques de composition statistique

(CyeH50,N;P Nay ) ¢ est égal & 6,61,

L’accord est done trés satisfaisant, considérant la préei-
gion de ces délerminations.

Conclusion. —- De la fraction A hétérogene de Chantirenne,
on peut isoler un acide ribonucléique A, de solubilité appa-
remment constante en fonction de la quantité de phase solide.

III. Inconvénients du précipitant de Chantrenne

I.’emploi de ce précipitant est critiquable & plusieurs poinls
de vue :

1. Le graphique 2 montre que ce milien a une légére
action dégradante sur la fraction A,. Aprés 26 heures de contact,
on retrouve pour cette substance un tracé de solubilité simi-
laire A celui de la figure la. Aprés 120 heures de contact, il
semble y avoir en plus formation d’'un certain pourcentage de
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la fraction soluble B. Cette influence dégradante joue tres
probablement un rdle perturbateur important lors de 1’éla-
blissement des premiers points de la courbe de solubilité. En
effet, la floculation de la solution colloidale d’acide ribonu-
cléique est souvent trés lente lorsque la quantité de phase
solide est faible. Deés que la quanlité d’acétate de sodium for-
mée alleint une certaine valeur, la floculation est rapide. Nous
avons essayé d’augmenter la vitesse de floculalion par adjonec-
lion de sulfate de magnésium au précipitant de Chantrenne.
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= R ¥
p P tof x/cc
30 60 20 120
R sol. ¥/cc y 2B 120 heures de contact
.-——-'"'_'__-
e / e
—— |
s Prok. y /scc
30 50 90 120
Fie. 2. — Action dégradante du précipitant Chantrenne sur la fraction A,
(Temp. 0° Q).

On se heurte cependant & un grave inconvénient: la présence
de faibles quantités de sulfate de magnésium abaisse considé-
rablement la solubilité des composants de I’acide ribonucléique
el par conséquent diminue la sélectivité du précipitant. C’est
ainsi que la solubilité d'un mélange A,—A,—B (21 v P sol/em®)
pour un P tolal de 88 +v/em® (diagramme 2b) s'abaisse &
4 Py/em® par addition de 1.000 v de sulfate de magnésium par
em® (graphique 3a).

2. Ainsi qu’il ressorl du graphique 3b, la solubilité de
I fraction A, esl abaissée par addilion de ses produits de
dégradation oblenus par chauffage & 100° C & pH 9 pendant
3 heures (*),

(™) Nous ne pouvons acluellement affirmer que celle [raction arti-
licielle B est identique a celle de Chanlrenne, débarrassée complétement
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L’allure de la variation de la solubilité en fonction de la
quantité de B artificiel est trés similaire & celle observée avec
le sulfale de magnésium, el esl & rapprocher des observalions
faites sur Ia solubilité des polyélectrolytes en présence de faibles
quantités d’électrolytes. 1l s’ensuil que la solubilité de A,
dépend du degré d'homogénéité de la [raction examinée. Clesl
ce que l'on peut d'ailleurs observer sur les graphicques la, b,
c et 2. Il ressort de plus qu’il est dangereux de vouloir tirer
des conclusions quantitatives & partir de courbes de solubilité
lorsque celles-ci ont é1¢ élablies dans des conditions ou il y a
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[nfluence de MgSO, sur la solubilité Influence de B arlificiel sur la

d'un produit brut. solubilité de la fraction A,.
possibilité d’interactions entre les différenls composants. [l
est donc essentiel de pouvoir disposer d’'un milieu précipitant
non dégradant el dans lequel les possibilités d’inleractions
seraient exclues.

3. La solubilité de la fraction A; est trop [aible pour per-
mettre d'allirmer que la droite paralléle & 'ubscisse caraclérise
une substance homogéne et non pas une solution solide.

Conclusion. Nous nous sommes donc efforcés de trou-
ver d’autres précipitants ne présentant pas les inconvénients
que nous venons de signaler : aclion dégradante, influence
de B sur la solubililé de A;, solubilité trop faible de A,.

du produil A, celle séparalion quanlilative n’ayanl pas encore pu Clre
réalisée par précipitalion.
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IV. Recherche de nouveaux milieux solvant-précipitant

Aprés des essais préliminaires de solubilité dans divers
milieux (solutions aqueuses de précipitants organiques-solu-
tions salines) nous avons observé l’action prépondérante des
électrolytes, soit seuls (MgSO, par exemple) soit en présence
d'un précipitant organique (*).
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Influence de B artificiel sur Al Variation de la solubililté de A, en
aux pH 4,7 et 3,5. Précipitant : fonction de p. pH et conc. eﬁ A
v 1,7 — CH,OH : 20 %. variables, CH,OH : 20 9%.

Nous avons essayé d’appliquer & la purification de 1’acide
ribonucléique et lors de tracés des courbes de solubilité, les
])ri’ncipes qui sont a la base des méthodes expérimentales appli-
quees par Cohn et ses collaborateurs dans le cas des protéines.

Le nombre de variables caraclérisant un systéme préci-

. i oo . :

) (*) L. Delcambe a utilisé A différentes reprises le sulfate de magné-
sium comme agent précipitant en vue de différencier les acides ribonu-
cléiques obtenus de différentes sources (voir les articles suivants).
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pitant du type Cohn est élevé; le pH, la force ionique appa-
rente; le pourcentage en précipitant organique; la concentra-
tion en substance a4 précipiter; enfin, la température. On pou-
vait donc espérer trouver les conditions expérimentales de
solubilité plus élevée, de sélectivilé convenable el de stabilité
de 'acide ribonucléicque. Notre choix s’est porté sur un mélange
d’alcool méthylique et d’un tampon acide acétique-acétate de
sodium de force ionique p.=0,10, le complément éventuel de
force ionique étant apporté par NaCl; la température est tou-
jours de 0° C.

Nous avons tout d’abord étudié l'influence de la force
ionique apparente, du pH et de la concentration en acide ribo-
nucléique, le pourcentage en alcool méthylique dans le milieu
précipitant étant de 20 9 en volume.

Les résultats obtenus sont consignés dans le graphique
4a, b, et interprétés en fonction de la relation log 8'=§ — k, ;x
olt S désigne la solubilité en grammes de P soluble X 10 par
litre et  représente la solubilité & pH et température déter-
minés et & force ionique nulle; k, est une constante indépen-
dante du pH, caractérisanl une espdce particulidre de molé-
cule précipitée. Le graphique 4a représente la variation du
logarithme de la solubilité de la fraction A, en fonction de p,
aux pH 3,6 et 4, la quantité totale de substance dans chaque
essai étant approximativement la méme (70 et 60 P y/cm®).
De méme la courbe ( ¢ ) du graphique 4b représenie la
méme variation au pH 4,7 pour une concentration totale de
70y P A,/cm® également.

Par application stricte de la relalion précédente, on pour-
rait supposer que dans ce milieu, A; se comporte comme un
mélange d’au moins deux composants. A pH 4 et 4,7 ce
deuxidme composant ne précipiterait qu’a des concentrations
ioniques élevées que nous ne pouvons atteindre par suite de
la présence d’alcool méthylique. A pIl 3,5 au contraire, ce
composant hypothétique précipiterait & une force ionique appa-
rente de 0,82.

Le graphique 4b montre de plus que la solubilité & pH 4,7
el & toutes les forces ioniques examinées, est fonction de la
quantité totale d’acide ribonucléique utilisée dans chaque essai
de solubilité; ceci démontre également 1'hétérogénéité de la
fraction A,. Tl s’ensuit donc qu'une séparation sur la base de
ces graphiques devait &tre aisée et cue, d’autre part, & pH et
u constants, une courbe de solubilité Kunitz-Northrop ne pou-
vait &tre une droile paralléle & 1'axe des abscisses.

Toutefois nous avons préalablement recherché le pH audquel
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Ia présence de la fraction B (¥*) n’influencerait pas la solubi-
lité de la fraction A, (graphique 4c) (**).

On constate qu'd pH 4,7 et w 1,7, la solubilité augmente
en fonction de la proportion de B artificiel jusqu’a atteindre
une valeur maxima; an contraire, & pH 3,5 la solubilité reste
inchangée. Tl s’ensuil qu’en principe il est préférable de tra-
vailler & ce pH, anquel d’ailleurs I'action dégradante est pra-
tiquement nulle méme aprés 72 heures de contact (¥4%) .

Comme il fallait s’y attendre, le graphique Ha montre qu’'a
pH 3,5 u 1,7 (température 0° C; alcool méthylique 20 <), la
solubilité de deux fractions différentes A,, toutes deux homo-
génes au précipitant de Chantrenne, est & nouveau fonction de
la quantité de phase solide.

Par fractionnements répétés on obtient finalement une
fraction appelée A, de solubilité apparemment constante dans
le méme milien (graphique 6b, ¢). Le fractionnement est
d’abord effectué dans des condilions expérimentales identiques
& celles adoptées pour le tracé des courbes de solubilité. Notons
que l'obtention de cette fraction A,/ de pureté apparente (96-
98 9%) est pénible. Mais nous avons pu simplifier le procédé
en introduisant le précipitant graduellement dans la solution
de nucléate par dialyse (voir partie expérimentale}.

Toutefois la solubilité de A,/ est & nouveau trds faible et
le nouveau précipitant présente — i ce point de vue — le
méme inconvénient que celui de Chantrenne. Or, nous dis-
posions avee ce milieu, de la possibilité de modifier deux fac-
teurs : @ et le pourcentage en alcool méthylique. Nous avons
done cherché & modifier ces variables de facon A augmenter
la solubilité de A,'. Il résulte de ces essais qu’il est impossible
d’isoler une fraction de solubilité constante dans tous les
milieux étudiés. En effet, si nous analysons cefte fraction A,
en tragant la courbe de solubilité & force jonique constante
(1,7) mais en modifiant pour chaque courbe la concentration
en alcool (de 20 & 0 %), nous obtenons la série de courbes du
graphique &d.

(*)y Voir remarque de la page 494,
(**) Signalons que d’aprés les graphiques 4a, b, le pH influence
anormelement la valeur de k_
pH k

1,7 0,21
4 0,39
3,5 0,60.

(***). Celle stabilité est vérifiée d partir d’nne fraction renfermant
98 % de A/, par Ie tracé d’une courbe de solubilité,
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De méme, en conservanl celle [ois la concenlralion en
alcool constante mais en modifiant la force ijonique appa-
rente de 1,7 a 0,3, nous oblenons & nouveau une série de
courbes révélant une hélérogénéilé manileste de celte frac-
tion A, (graphique 5e). De plus, on observera 1'insolubilité
presque totale dans ces différents milieux lorsque 1'on descend
aux Lrés faibles quantités de phase solide. Remarquons enfin
(graphique 5f) que le méme {ype de courbe s'obtient en uti-
lisanl comme précipitant le sulfate de magnésium saturé ou
demi-saturé (le pH élant également de 3,6).

Toutes ces courbes sont caractéristiques de solutions
solides (),
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Fic. 6. — Hélérogénéilé de produits non [ractionnés

vis-i-vis du précipitant (CH,OH 20 9% — . 1,7 — pH 3,5).

(*) On observe la méme allure de courbes avec le systéme solvant-
précipitant « pH @ 3,5, @ 01,7, GH,OH : 20 % », lorsque l'échanlillon exa-
miné conlient une assez forle proporlion de produits dégradés (gra-
phique 6a, b).
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V. Conclusion

51 la séparation de la fraction A de Chantrenne de la frac-
tion soluble B, ainsi que la séparation du composant A, du
composant hypothétique A,, semble se faire suivant la loi
des mélanges, il n’en est plus de méme pour les fractions ulté-
rieures.

Par fractionnement, on isole chaque fois une substance de
solubilité trés faible et donc apparemment constante en fonc-
tion de la quantité de phase solide présente.

Dés que l'on augmente cetle solubilité en modifiant un
des parametres du systéme précipitant, on met en évidence
I'hétérogénéité de la fraction. Il est donc trés vraisemblable
cque, & l'instar de toutes les protéines réputées homogenes, il
v a quelques années, I'acide ribonucléique de la levure est
polydispersé tout au moins lorsque cette substance a été isolée
a partir de ce microorganisme, par la soude.

Des recherches sont actuellement en cours afin de déter-
miner si cette polydispersité est fonction d'une modification
de masse, de charge ou de structure chimicque.

Partie expérimentale

I. Isolement de I’acide nucléique brut déprotéinisé

Nous rappelons le principe de la méthode d'extraction et d’isole-
ment de ’acide nucléique brut adopté par Chantrenne (?). Aprés extrac-
tion de T'acide de levure par la soude, neutralisation par 1'acide acé-
tique et fillralion, on précipite 1'acide nucléique par addition de HCl
et d’éthanol. On répéte deux fois ce processus aprés avoir remis en solu-
tion par la soude, le précipité lavé & 1’alcool et séché. A premitre vue,
il était désavantageux de précipiter 'acide nucléique a pIl acide vu le
danger de dégradation et la nécessilé de redissoudre par aprés le préci-
pité sous forme de sel par la soude. Nous avons donc préléré effecluer
la précipitation du nucléale par 1'éthanol directement & un pH voisin
de 6. Dans ces conditions cependanl, on enlraine une substance étran-
gére de mobilité électrique presque nulle ainsi que le démontre ie
graphique électrophorélique 7a oblenue A& partiv d'une solulion tam-
ponnde & pH 3,5 ().

(*) A ces pH, l'acide mucléique brut parait homogéne a 1’électro-
phorése (voir le travail suivant de L. Delcambe). Tout pic supplémen-
taire révele donc la présence d'une substance étrangére.

(*) H. Cmaxtnesse, theése Lidge (1945); Bull Soc. Chim. Belg., 55.
5 (1946).
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On peut éliminer cette substance par une série de précipitations a
pH 4,2, ou, comme nous l’avons reconnu plus tard, par une précipita-
tion & V’aide du milieu : alcool mélhylique 20 % — pH 3,6 — u 1,7.

Nous basant sur ces observalions, nous avons élaboré les méthodes
suivantes d’isolement de 1'acide ribonucléique brut de la levure. Toutes
les opéralions décrites ci-dessous sonl réalisées en chambre froide (40 C).

1. Un kilo de levure est mis en suspension dans six litres de soude
4 3 9% refroidis & 0° G, pendant 60 minutes sous agitation (*). Apres
centrifugalion, le liquide surnageant amené A pH 4,2 par de l'acide
acélique, est additionné d’assez d’éthanol pour obtenir une solution
renfermanl 4 9, d’alcool. On fillre sous pression sur filtre Seitz (Klir-
schichte n® 5), on abaisse le pH vers 2 par addition de HCl & 10 % et on

a b i d

Fic. 7. — Contrdle électrophorélique (*) de l'obtenlion d'un nucléate
brul débarrassé de substances élrangéres.

Gonditions électrophorétiques :
temps de dialyse 4 4° G : 48 heures
température : 0,32 C
pH 3,5 : tampon HAc—NaAc
force ionique : 0,05 en NaAc | 0,15 en NaCl
2
Dissipation calorique : ‘r - < 0,09 watt/ce (¥*)

re”

Gradient de polenliel : == volt/ecm— 1 (*¥)

() Les images électrophorétiques se rapportent au ménisque descendant dans la so-
lution de nueléate,

(") i = intensité en ampére; y = conductivité en ohm.em—! ; p = section de la
eellule : 0,75 cm? :

(*) L. Declcambe a montré par tracé de courbes de solubilité au
moyen du précipitant de Chantrenne que, compte tenu du rendementl
total de Dexiraction, un temps de contacl de 60 minules permeltait
d’exiraire une quantilé plus grande de produil A. Le graphique 6 a
obtenu & l'aide du préeipitant « CH,OH 20 % — pH 386 — p 1,7»
montre également que pour une quantité de P total donnée la solubilité
de 1'échantillon brut examiné augmente avec le lemps d’extraction i
la soude ct qu’il est préférable de ne pas dépasser un temps de contact
de 60 minutes.
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ajoute un volume égal d’élhanol. Le culol d’acide nucléique obtenu par
centrifugation est remis en suspension dans le minimum d’eau el dis-
sous 4 l'aide de soude &4 1 9% sans dépasser un pH de 5,5. La solution
opalescenle esl ramendée a pH 4,2 et filtrée sur Seitz. Le nucléate est
ensuite précipité par addition d’'un volume égal d’alcool éthylique. Le
précipité obtenu est cemirifugé et, sans élre séché, est remis en solution
dans le minimum d’eau.

La solution & pH 4,2 est filtrée et le nucléate est & nouveau précipité
A pH 7 par addition d'un volume égal d’alcool. Le précipité est lavé &
I’alcool et séché sous vide. Le produit oblenu se caraclérise par le gra-
phique électrophorétique 7b cl ne contient plus qu’une faible proportion
de la subslance étrangeére (rendement 7 g de nucléate brut & parlir d’un
kilo de levure).

2. On élimine plus aisément la substance élrangére de la fagon
suivanle : Aprés précipitation de Vacide nucléique par HCl-Ethanol,
I'acide est dissous a Uaide de soude 4 19% comme indiqué plus haul. Un
volume de cette solulion fillrée et conlenant de 1.500 & 2.000 v P/em?® est
ajouté & quatre volumes du précipilant « CH,0H 20 % — pH 3,6 — . 1,7 »
dont la préparalion est donnée page 13. Aprés floculation & 0° G, le pré-
cipité est dissous dans le minimum d’eau. A la solution filtrée el amenée
4 pH 7, on ajoute un égal volume d’éthanol. Le nucléate ainsi précipité
est lavé et séché.

" L’image électrophorétique du produil précipité par le systtéme métha-
nol-solution d’éleclrolytes est donnée en 7¢, el celle du produil oblenu
par précipitation de la solution surnageanle en 7d. On constate que 1'éli-
mination est presque compléte en une seule opéralion.

II. Courbes de solubilité

a) Les modifications suivanles ont élé apportées a la technigue sui-
vie par Chantrenne pour 1'élablissement des courbes de solubilité
l'aide de son milieu (HAc-acétone). Tous les tubes ol s’effectue la préci-
pitation de quantités variables d’acide nucléique, sont mainlenus strie-
tement & Ia lempératlure de 0° C méme pendant la cenlrifugation 2
3.000 tours. Les tubes d’une capacité de 10 cm? sont fixés dans les larges
godets (500 em?®) d'une grosse cenlrifuge A angle, & l'aide d'un support
constitué de deux disques découpés en croix et soudés & un tube d'un
diamatre légéremenl supéricur A celui des tubes & centrifuger. L’espace
vide esl rempli de glace,

Le dosage du phosphore, aprés minéralisalion, sc fait par le réactil
sulfomolyhdique (*) sur une prise d’essai contenant de 5 & 50 vy P,

A la prise d'essai on ajoule 1 em? de réactil sulfomolybdique 2 em?
de réactif de sulfile-hydrocquinone et on compléte a 10 em®. Aprés 30 mi-
nutes de conlact, on évalue la coloration bleue au spectropholomélre de
Beckman (640 mp).

b) Les caraclérisliques des précipitants a force ionique et pourcen-
tage d'alcool variables, se rapportent au volume final : qualre volumes
du précipitanl plus un volume de la solulion de nueléate & précipiler.
La force ionique est donc apparenle puisque nous ne tenons pas compte

(*) Technique de Macaenorur et Dunsan, Bull. Soc. Chimie Bio., 25,
116-120 (1943). Réduction par le sulfite-hydroquinone.
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de I'influence de 1’alcool méthylique sur 'ionisation des sels. Les teneurs
en P tolal et soluble sonl égalemenl exprimées en y par ecm® de volume
final. Dans ce systétme, les pH renseignés sonl ceux que donnerait un
lampon acide acélique-acétale de soude p 0,10 établi d’aprés le nomo-
gramme de Boyd (*) pour un volume d’eau égal a la somme des
volumes @ précipilant plus solulion de nucléate. C'est ainsi que le
précipitanl « pH 3,5, v 1,7, CH,0H 20 % » est préparé de la maniére
suivanle : Dans un flacon jaugé de 500 cm?, on introduit 125 cm?® d’al-
cool mélhylique, 5845 g de NaCl, 15,6 cm?® d'acétate sodique 4 M,
81,25 em® d’acide acétique 10 M el on compléte & 500 cm?®.

La courbe de solubililé est établic de la maniére suivante : Dans une
strie de lubes contenanl lous 2 cm® de préeipilant refroidi A 0° C,
on ajoute 0,5 em?* d'une solution de nucléate de concenlration graducl-
lement décroissante. On laisse en contacl & 0° C jusqu’a floculation
complisle (environ 90 minules pour des échantillons assez homogénes et
12 heures pour des échantillons bruls). On centrifuge 4 0° C el on dose
dans le liquide surnageant le mucléate soluble speclrophotométrique-
menl A T'appareil de Beckman (268 myp) (5) (*). Signalons que pour
éviter Jes erreurs de dilution, nous déterminons également analyti-
quement le P total pour chacun des points de la courbe de solubilité.

Nous avons en effet vérifié que le nucléate Swarz, une fraction A,
el une fraction B arlificiel (**), présentaienl tous un maximum d’ab-
sorplion & 258 mu mais un coefficienl d’absorption légéremenl diffé-
rent (fig. 8a).

Les courbes d’élalonnage ont é1¢ ¢tablies A 1'aide de ces Lrois échan-
tillons (fig. 80); mais les résullals analyliques sont donnés en fonction
de la courbe relalive a la fraction A (¥%%),

Remarque. —— Les courbes de solubililé établies par le sulfale e
magnésivm ont él¢é laites dans les condilions suivanles : La solution
saturée de sulfale de magnésium est préparée i 25° C et amenéde i un
pH apparent de 3,5 par addition d'un peu d'acide sulfurique dilué. A
deux volumes de ce précipilant éventuellement dilué une fois par un
d¢gal volume d’eau (pH 3,5), on ajoule un volume de solulion de nueléate
lamponnde & pH 3.5 par le mélange HAc-Na Ac de foree ionique 0,05.
La lempéralure est toujours de 07 C.

ITI. Fractionmement

Les précipilalions préparatives se fonl dans des conditions iden-
liques a celles de |'établissement des courbes de solubililé, soil avec le
précipilant de Chanlrenne (HAc-acélone; oblenlion de la fraction A))
soit avec nolre précipitanl (méthanol, HAc-Na Ac-NaCl).

(*) La présence d’acétone dans le précipitant de Chantrenne rend
celle méthode inutilisable lorsque la préecipilation a 6éL¢ effectuée A
I'aide de ce milieu.

(*#) Voir remarque de la page 494,

(%) La courbe de solubililé du graphique 6b a toulefois été éta-
blie en se rapportant & la courbe d’étalonnage donnde par le nucléale
Swarz.

() W. C. Boyn, J. A, C. S., 67, 1035 (1945).
(*) Kuwnrrz, J. B. G, 164, 563 (1946).
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Dans le dernier cas, on ajoute un volume de solution de la fraction
A, ou de nucléate brut déprotéinisé de concentration convenable, &
qualtre volumes de précipilanl refroidis & 0° C.

Dans le cas du nucléate brut, on choisit arbitrairement une concen-
tration de 300 et 200 v P/cm?® pour la premidre et la deuxiéme précipi-

lation. Pour les précipitations ulléricures et dans le cas du [ractionne-
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menl du produit A, la concenliralion correspond & une concenltration
en phosphore par em? légérement inférieure & celle du point anguleux
hypothétique du diagramme de solubilité élabli préalablement.

C'est ainsi que la fraction A,/ a été obtenue par quatre précipitations
successives, ulilisanl chaque fois un volume de nucléate et quatre
volumes de mélange 20 9% méthanol, pH 3,5 et p 1,7 & 0° C. Le précipité
obtenu aprds la premitre précipitalion est centrifugé el remis en solu-
lion dans 1’eau. Sans se préoccuper d'une légére opalescence (*) le pro-
duil obtenu, aprés la deuxidme précipilation, contient environ 90 %
du composant insoluble.

Les deux dernitres précipitations se font par équilibrage au lravers

(*) Ce phénomenc est interprétable par les courbes b6d, ¢. Le faible
pourcentage de méthanol et d’élecirolyle dont le précipité est imprégné
donne un milicu solvant-précipitant ot la solubilité n’est pas lotale.
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d’'unc membrane de cellophane. La solulion de nucléate est enfermée
dans un sac de cellophane que l'on plonge dans le méme volume de
précipitant que si 'on effectuail la prépicitation par mélange. L’équi-
librage est loujours réalisé & 0° C. La floculation s’amorce rapidement
et I'équilibre est généralement atleint aprés cing heures. On centrifuge
le contenu du sac de cellophane; le culol est remis en solution dans
I'eau et la solution obtenue est soumise 4 un deuxitme équilibrage.

Nous n’avons jamais constaté de passage de phosphore minéralisable
dans le liquide extérieur. :

Le produit ainsi obtenu contient de 96 & 98 9 de la fraction inso-
luble A/

A partir de 97.000 v de phosphore d’une fraction A, supposée conte-
nir 69 9% de A/, on obtient, aprés deux précipitalions 52.500 v de phos-
phore (91 % de A7) et apres les deux équilibrages, on obtient finalement
35.000 v de phosphore, la pureté apparente étant égale a 98 % A/
(fig. 6a, b, ¢).

L’obtention de la fraclion A/ & I'étal sec a été faite par congélation
de la solulion du nucléate et évaporation de 1'eau sous vide.

En effet, si & une solution aqueuse d'une fraction i 98 % en AT,
on ajoule un égal volume d’éthanol, le produit obtenu, aprés lavage A
I’alcool et séchage sous vide est légérement dégradé (environ 6 9% de
produits solubles). C’esl pourquoi, aprdés avoir remis le dernier culot
en solulion dans le minimum d’eau, on dialyse 24 heures contre de
I'eau distillée & 4° C. La solution dialysée est congelée et évaporée sous
vide. Le produit oblenu est rapidement soluble dans 1’eau en donnant
un pH acide de 3,5-4.

8i 'on désire un échantillon donnant 4 I'eau un pH moins acide,
on mel le dernier culot en solulion dans un tampon phosphate pH
7 p=0,05. On dialyse, congtle et sdche.

11 est indispensable d’utiliser un tampon. Le fait de remetire le
culot en solution & pH 7 & l'aide de soude & 1 % méme avec une forte
agitation, ne permel pas d’obtenir un pourcentage en A/ aussi élevé.

Le produit ainsi obtenu est extrémement léger, parfailement blanc,
d’aspect floconneux el nacré et donne des solutions aqueuses de pH ™ * 6.

=
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Cette éiude a été subsidiée par le Centre national de Bio-
logie physico-chimique et par le Centre de Recherches pour la
pénicilline et les autres antibiotiques.

Les électrophoréses ont été faites & l'aide de 1'appareil
mis & la disposition du laboratoire de chimie-physique par le
Fonds national de la Recherche scientifique.

Nous tenons & remercier ces organismes pour leur appui,
ainsi que I'T. R. S. I. A. pour I'octroi d’une hourse de spécia-
lisation.

UniversITE pE Litcr,
Laboratoire de chimie-physique
(Prof. V. Desreuz.)

Commaunigué a la Sociélé
chimique de Belgique, le 1¢ juillet 1950.



