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L'obtention d'un acide pentose-nucléique pur et non dégradé, en

particulier celui de la levure, a été tenté par de nombreux au-
teurs, en autre par Chantrenne (1)

Ce chercheur se basant essentiellement sur les courbes de solu-
bilité avait eru montrer que des échantillons d'acide ribonu-
cléique de la levure étaient homogénes.

Au cours de notre travail de licence, nous avions pensé avoir
confirmé partiellement ce résultat, mais il nous était apparu
clairement que les courbea de solubilité devaient étre inter-
prétées avec beaucoup de prudence, surtout dans la région des
faibles quantités de phase solide. C'est d'ailleurs cette région,
comme nous le rappellerons dans la suite, qui expérimentalement
est la plus difficile & obtenir mais qui aussi théoriquement
est la plus importante.

Nous avons donc rep-is ce travail, utilisant cette fois

Plusieurs techniques physico-chimiques et nous aidant également

de l'analyse chimique.




Les analyses complétes portant sur L'‘homogénéité chimique e.
physique des acides nucléiques n'ont Jusqu'é ce jour jamais

été faites. Les tests de pureté renseignés par la grande majori-
té des auteurs portent uniquement sur la présence éventuelle

de substances étrangéres ; parmi ces tests nous pouvons men-
tionner les plus courants :

I 1) la réaction du biuret et le dosage P/N perme.tant la re-
cherche des protéines.

| 2) la limpidité des solutions aqueuses contenant 4% d'sleool

tilisée dans le méme but.
3) la réaction a la diphénylamine (2) pour la recherche de

1l'acide désoxyribonucléique.

4) l'unicité du "pic" obtenu & 1!électrophorése et & l'ultra.
centrifuge analytique est utilisée depuis quelques an-
nées pour la recherche de toute substance étrangére en gé-
néral.

Il est impossible de décider & partir de résultais analy-

tiques semblables si le matériel est une substance pure ou

un mélange. Cette difficulté se retrouve dans toute &tude

ii de substances biologiques macromoléculaires telles que les

| enzymes et les protéines.

Quelques auteurs ont tenté de déterminer une éventuelle hété-

\ régénéité en comparant les constantes de diffusion calculées




par la méthode "air-hautenr maximum® et la méthode des mo-
ments ou. encore, en comparant d'une fagon purement qualita-

tive la constante de diffusion et la vitesse dtaplatisse-

ment du pic & ltultracentrifuge.

Malheureusement les résultats que l'on peut ainsi obtenir

sont trés limités, parce que ces essais étaient probablément
effectués sur des échantillons trés polydispersés.

Tes résultats extrémement divergents renseignés dans la litté-
rature sur les propriétés physico-chimiques des acides riho-
nucléiques (poids moléculaire, assymétrie, viscosité, charge
électrique) montrent clairement d'ailleurs que les expérien-

| ces ont été réalisées & partir d'échantillons qui deve int
8tre différents alors que les tests généraux de pureté pré-

| sentés par la plupart de ceux-ci étaient concordants. |
| Le nombre de publications relatiwes & la composition chimique

des acides nucléiques en général croit cependant d'année en

année, alors que presque tous les auteurs ignorent les carac-
téristiques macromolécudlires des échantillons qu'ils sou- |

mettent a4 l'analyse.

s Il était donc urgent qutune étude fut entreprise concernant
| .
les méthodes éventuelles qui permettraient de caractériser

la nature et le degré d'une éventuelle hétérogénéité des

acides nucléiques.




Le travail que nous avons donc entrepris a eu pour premier

objet 1'étude de la solubilité de 1l'acide ribonucléique obtenu
a partir de la levure par la méthode classique d'extraction a
la soude.

Ainsi que nous le démontrons en détail dans les chapitres
suivants nous avons pu montrer que les divers échantillons
examinés se caractérisent par une hétérogénéité continue.

Le tracé des courbes de solubilité lui-méme de méme que l'a-
nalyse de la composition des phases solide et solution révélent
gue cette nétérogénéité continue est due & un mélange présen-
tant les propriétés caractéristiques des solutions solides.

De plus, une étude plus pousgée nous a permis de mettre en
4vidence des écarts importents da la lol de Raoult, écarts qui
se menifestent par une augmentation de la solubilité des com-
posants les moins solubles lorsqu'ils sont en présence des
composants les plus solubles.

L'intensité de cet effet dépend du pH et semble diminuer
lorsque le pH diminue. Ces différentes caractéristiques

de solubilité ont été mises en évidence pour un grand nombre
de solvant-précipitent, de pH, de force ionique et de cons-
tante diélectrique variables.

Gréce aux résultats aingl obtenus, nous avons pu discuter

sur des bases plus solides, les conditions expérimentales




susceptibles de conduire & un fractionnement rentable et nous
avons pu montrer que la meilleure méthode de préparation con-
siste & équilibrer un grand nombre de fois une grande quantite
de phase solide et un faible volume de phase liquide dont le
pouvoir dissolvant est judicieusement sugmenté aprés chaque
série d'équilibrages.
L'application de cette technique nous a permis d'obtenir dix
fractions. L'étude physico-chimique de ces fractions faite par
diffusion et ultracentrifugation a montré que le poids molécu-
laire variait suivant une courbe continue de 7000 & 46.600.
Au contraire, la composition chimique moyenne de ces fractions
déterminée par analyse chromatographique des produits d'hy-
drolyse e Gt vérifiée par électrotitration était indépendante
du poids moléculaire. Ia composition moyenne ramenée par
4 atomes de phosphore est la suivante :

adénine : 1,07 mble

guanine ¢ 1,20 mlle

cytosine : 0,82 mdble

uracile : 0,96 mdle

OH phosphorique secondaire : 0,50 équivalent
Le principal résultat du présent travail est donc de montrer

Comment on peut fractionner l'acide ribonucléique extrait
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pcr la soude & parti. de le levure, que c¢<. acide se caracté-
rise par une hétérogénéité continue présentant les propriétés
des solutions solides avec des écarts importants & la lol

de Raoult. Cette hétérogénéité est fonction du poids moléculai-
re mais non de la composition chimique.

Secondairement d'autres résultats ont été obtenus. Nous avons
constaté que l'emploi, lors du fractionnement, de différents
systémes solvant-précipitent relativement riches en liquide
organique (acétone-méthanol) et de pH inférieur & 5,5,

conduit & l'obtention de fractions fortement dégradées et
présentant une composition chimique moyenne tout & fait dif-
férente. Ce résultat nous permet de postuler -ainsi que
Chargaff 1l'a fait pour les acides désoxyribonucléiques-

ure distribution nom statistique des différentes bases dans

le chaine polynucléotidique. Il s'en suit que 1l'on peut ad-
mettre la présence éventuelle d'un grand nombre d‘isoméres

de poids moléculaire et de composition chimique moyenne
identiques.

De plus, les fractions de poids moléculaire élevé présentent
ure instabilité remarquable. Le simple fait d'amener & 25° leur

Sclution aqueuse & pH 3,5 provoque une importante dépolymérisa-

tion.



En exposant notre plan de travail nous avons pensé qu'il

était préférable de résumer par la méme occasion 1l'ensemble
des résultats que nous avons obtenus et cela avant de discuter
en général le probléme de l'isolement des acides nucléiques

et de décrire les expériences gqui ont &té faites.

Ia bibliographie relative aux aclides nucléiques est en effet
extrémement confuse et la lecture d'un tel exposé serait
fastidueuse. Tenant compte de nos résultats, il nous est plus
aisé de faire un exposé critique des méthodes d'isolement

de ces substances.

Tout procédé d'extraction comporte trods opérations fondamen-
tales : l'obtention de la nucléoprotéine & 1l'état libre, la
scission du complexe protéine-acide nucléique, la purification
de l'acide.

Il est essentiel que 1l'iso lement final d‘'un acide ribonucléi-
que se fasse suivant un procédé excluant toute dégradation par
Voie enzymatique, plysique ou chimique.

Comme jusqu'a présent personne n'a encore obtenu avec certi-

tude un acide ribonucléique dans un état identique ou proche




a 1'état natif, il est impossible de décider si une prépara-
tion a subl une dégradation par un ou plusieurs de ces mécanis-
mes. D'autre part, il n'existe pas de méthode générale de pré-
paration et il semble que chaque source d'acide ribonucléique
présente un probléme particulier. Ia résolution de celui-ci
dépend de plusieurs facteurs :

a) L!'état de liberté de la ribonucléoprotéine.

Ie ribonucléoprotéine peut parfois &tre obtenue directement dans
un état de grande pureté, comme c'est le cas pour le virus de
1la mosaique du tabac. Ce virus est en effet consitué par une
ribonucléoprotiéne dont 5 & 6% est un acide ribonucléique (3).
Mais le plus souvent les ribonucléoprotéines font partie d'une
entité cellulaire, soit & 1'état libre dans le protoplasme,

| soit combinées & un phospholipide comme particules distinctes

| du cytoplasme. Enfin les bactéries sont également une source
importante d'acide ribonucléique. Dans ces deux derniers cas
1'éclatement des membranes devra étre réalisé soit par broyage
mécanique, congélation, action des ultra-sons, osmose, etc...

b) la nature de la liaison protéine-acide nucléique.

Le complexe protéine-acide nucléique une fois isolé doit etre
] scindé. I1 est possible que ce complexe se présente sous la

formed'un nucléate de protéine aisément séparable par électro-
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phorése dans'des conditions bien déterminées de force ionique
et de pH. Cette espéce d'association a été clairement étudiée
par Longsworth et Mac Innes (4) & partir d'un mélange synthé-
tique d'acide ribonucléique et d'ovalbumine.

L'ggsociation protéinewacide ribonucléique est parfois telle-
ment labile que la séparation peut se faire, comme 1l'ont mon-
tré Markham, Matthews et Smith & partir du virus de la mosaique
du navet, par une centrigugation a grande vitesse (5).
Toutefols, les acides nucléiques doivent le plus souvent étre
considérés comme un véritable groupement prosthétique dont la
nature de la liaison avec la protéine reste encore inconnue.
Dens ce cas de nombreux procédés de séparation ont été prupo-
8és : la digestion enzymatique(trypsine-nucléophosphatase (6)
la dénaturation thermique (7) ou & l'alcool ou par l'action
des détergents,la concentration de la protéine & une inter-
face (8) l'action de NaCl & demi saturé (9) la précipitation
des protéines au point isoélectrique. Parfois aucur.e de ces
nombreuses méthodes ne donnent de résultat et il =st néces-
Ssaire -dans 1l'état actuel de nos connaissances- de recourir

8 une hydrolyse par la soude & froid, voire méme & chaud.




¢) Pégradation enzymatique.

: Ia digestion enzymatique de l'acide ribonucléique est un
fait connu depuis trés longtemps. Parmi les nombreuses phos-

phatases susceptibles de réaliser cette digestion, la ribo-

'

nucléase est celle qui présente la plus forte activité (10)
Kunitz signale qu'a pH 8,f§;;artie de ribonucléase par 2000
parties de substrat solubilise aprés 10 minutes & 25°C, 73 %
du phosphore total.

Or, lors de l'extraction on peut obtenir en solution l'acide
ribonucléique et les nucléases correspondantes.

' La ribonucléase est trés stable & des températures inférieures
& 25°C ; le pH de stabilité maximum est compris entre 2 et 4,5
et celul d'activité maximum se situe aux envitons de 7,7.
la dénaturation de ce ferment s'opére graduellement par la
chaleur & 100°C surtout & des pH supérieurs & 4,5 ou par
l'action des alcalis & pH 12 ou plus élevé.

On voit que cette nucléase ne peut &tre inactivée thermiquement
Ou par pH que dans les conditions ol Probablement 1'acide ri-
bonucléique se dégrade. Comme, rappelsnm le une fois de plus,
1'isolement d'un acide ribonucléique non dégradé n'a pas été

réalisé,il est encore impossible de définir ces conditions.

D'autre part, la dénaturation de la ribonucléase par l'action

# 1Y =




des détergents a été envisagée ; mais & nouveau quelle est
1taction de ces détergents sur l'acide nucléique natif ?

Oon sait que la pepsine de son coté digére rapidement la ri-
bonucléase en milieun acide. Il serait peut &tre possible de
trouver d'autres protéinases agissant 4 un pH ou l'acide ri-
bonucléique est stable. On pourrait également soustraire l'aci-
de 4 1l'action de la ribonucléase en se basant sur les pro-
priétés entigéniques de cet enzyme (11) ou sous la formation
de composés insolubles et inactifs de celle-ci avec certaines
substances comme c'est le vas avec le virus de la mosaique

du tabac (12) ou encore en trouvant un inhibiteur spécifique
gusceptible dl'agir dans les conditions de stabilité de l'enzyme.
Malgré toute l'importance de ce probléme, aucune recherche

sustématique portant sur l'inactivation ou l'inhibition cer-

taine de ce ferment n'a encore été réalisée (x)

(X) Il est signaler gn'une 5tude en vue d'inhiber la désoxyribo-
nucléase lors de l'extraction de l'acide désoxyribonucléique a
6té entreprise par Mac Carty (13) L'auteur propose de réaliser
1'extraction en présence d'ions citrate qui complexent légére-
ment les ions Mg++ nécessaires & l'activation de cette nucléase.
Il a cependant été reconnu plus tard que cette inhibition est

loin d'8tre compléte.
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De ce q1i précéde on comprend tout 1'intéret que présenterait
une technique permettant l'isolement de 1l'acide nucléique sous
1a forme d'un complexe inattaqué par la nucléase et la décom-
position ultérieure de celui-ci en l'absence de nucléase,

par une méthode adéquate. |

d)Présence éventuelle de désoxyribonucléine. |
I1 peut se faire que la source utilisée contienne les deux

types d'acide. Dans ce cas l'obtention d'acide ribonucléique

pur peut se faire en le séparant de l'acide désoxyribonucléique
gréce, par exemple, & la différence remarquable de solubilité

que présentent tes nucléines respectives dans des solutions de

NaCl de force ionique variable (14) (15) 116) (17) (18)

On pent également se débarrasser de l'acide désoxyribonucléique '
par action de la désoxyribonucléase,

la désoxyribonucléase du pancréas du beouf est bien connue.

Selon Chargaff il a été trouvé récemment que la levure renfer-

mait également une désoxypentose nucléase ; mais que cette

enzyme -dans l'ex:rait frais obtenu des cellules- était presque
complétement inhibée par la présence d'un inhibiteur protéinique.
Cet inhibiteur présente une spécificité remarquable car il in-

hibe uniquement 1a désoxypentose‘nucléase de la levure et non

Celle de source différente comme celle du pancréas.

wi 15



Aun contraire la désoxypentcsenucléase de levure dépolymérise

liacide ribonucléique de n'importe guelle origine. C'est un

pel exemple de spécificit

11 ressort de ce qui précéde que l’obtention dfacide ribonu-

cléique pur et proche de 17état natif constitue un probléme

extréemement ardu et nous ne nous étions pas rendus compte en

débutant ce
trop de caractéristiques des acides nucléiques nous étaient

inconnues. Nous avons déja signalé les caractéres contradic-

4 d'inhibiteur mais non de substrat(19)

travail de la complexicité de ce probléme parce que

toires et touffus de la bibliographie sur les acides nucléic ues.

On comprend aisément que les propriétés phimiques et physico-
chimiques varient considérablement suivant la source dont
les acides sont extraits et les méthoues d'extraction et de
purification employées.

Lt'ensemble de ces considérations situe donc notre travail
dans 1'état actuel de nos connaissances sur les acides

pentose-nucléiques.




CEAPITRE 1.

OBTENTION ET CARACTERISTIQUE DU

MATERTEL ANALYTIQUE UTILISE.




L textraction de l'acide ribonucléique de la levure présente de
nombreuses difficultés. Celles-ci résident, comme nous 1‘'avons
gignalé dens l'introduction, d‘une part dans 1'fextraction de

1a ribonucléoprotéine étant donné la grande résistance des mem-
branes cellulaires, et, d'autre part dans la séparation protéi-
ne-acide nucléique dont 1la liaison est icl particilidrement
solide.

Notre but de travail n'étiit pas 3 1l'origine de rechercher une
nouvelle technique d'extraction. En effet, les répercussions
des différentes méthodes le séparation susceptibles d'étre em-
ployées étaient au début de ce travail imprévisibles et incon-
trolables.

Nous avons donc employé 1o méthoda classique de Johnson et
Harkins (21) modifiée légorement par Chantrenne (22) et plus
récemment par Junger et Alilgén (23).

En principe, 1'extraction de la ribonucléoprotéine et la scis-
81on de celle-ci sont réa’.isées dans un premier temps par ac-
tlon de la soude a 3 % & 0°C pendant 60 minutes. Le ribonucléate
®ST ensuite débarrassé des substarnces étrangéres par une série

48 précipitations opérées a pH acide.
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Nous donnons uniquement pour mémoire les techniques de prépa-
ration et de purification utilisées. Il a été en effet établi

par la suite que ce procédé exercait une action dégradante.

I.- Isolement de l'acide nucléique brut déproténéisé.

Nous rappelons le principe de la méthode adoptée par Chantrenns.
Aprés extraction de l'acide de la levure par la soude, neutrali-
gation par l'acide acétique et filtration. on précipite l'acide
nucléique par addition de HC1l et d'éthanol. On répéte deux fois
ge processus aprés avoir remis en soluvion par la soude, le pré-
gipité lavé & l'alcool et séché.

Nous avons constaté que, si aprés neutralisation & l'acide acé-
tique, on précipite le nucléate par 1l'éthanol directement & un
pH voisin de 6, on entraine une substance étrangére de mobilité
presque nulle ainsi que le démontre la figure électrophorétique
1l a obtenue a partir d'une solution tamponnée & pH 3,5.

On peut éliminer cette substance par une série de précipitations
& pH 4,2, ou, comme nous l'avons reconnu plus tard, par une
précipitation & l'aide du milieu : alcool méthylique 20 % - pH 3,5-
M 1,7. Nous avons ainsi utilisé les méthodes suivantes d'iso-
lement de 1'acide ribo,ucléique brut de la levure.

Toutes les opérations décrites ci-dessous sont réalisées en
chambre froide ( 4°C )

1) Un kilo de levure fraiche est mis en suspension dans 6 li-
tres de soude & 3% refroidi a 0°C pendant 60 minutes sous agi-

w }E =




tation (x)Apreés centrifugation, le liquide surnageent est amené
a4 pH 4,2 par de 1l'acide acétique, et additionné d'assez d'&tha-
nol pour obtenir une solution renfermant 4% d'alcool. On Filtre
sous pression sur filtre Seitz ( Klérschichte N° 5 ), on

abaisse le pH vers 2 par addition de HC1l 4 10%, et on ajoute

un volume égal d'éthanol. Le culot d'mcide nucléique obtenu

par centrifugation est remis en suspension dans le minimum d'eau
et dissous « l'aide de soude & 1% sans dépasser «zpH de 549

La solution opalescente est ramenée & pH 4,2 et filtrée sur
Seitz. Le nucléate est ensuite précipité par addition d'un vo-
lume éhal d‘'@lcool éthylique. Le précipité obtenu est centri-
fugé et, sans étre séché, est remis en solution dans le mini-
mun dfeaun.

Ia solution & pH 4,2 est filtrée et le nucléate est A nouveau
précipité & pH 7 par addition d'un volume égal d'alcool. Le pré-
oipité est lavé a4 l'alcool et sdché sous vide. be produit obtenu
8e caractérise par la figure électrophorétiquse 1 b et ne con-
tient plus qu'une faible proportion de la substance étrangére

( rendement : 7 grs de nucléate brut & partir d'un kilo de
levure) .

(x) L. Delcambe (24) a montré par tracé de courbes de solubilité
au moyen du précipitant de Chantrenne que, compte tenu du ren-
dement total de 1l'extraction, un temps de contact de 60 minutes
bermettalt d'extraire une quantité plus grande de produit inso-
luble dans ce précipitant. La figure 16 a du chapitre suivant
Obtenue & 1l'aide du précipitant CH40H 20%- pH 3,5-AL 1,7 "
nous montre également que pour une quantité de rhosphore total
donnée, la solubilité de 1'échantillon brut examiné auguente
&vec le temps d'extraction 4 la soude et qu?il est préférable
de ne pas dépasser un temps de contact de 60 minutes.
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“ontréle électrophorétique de 1'obtention d'un nucléate
brut débarrassé de substances étrangeres. .

’ ] Fig.1

a 197° b 257

fig. 2




2) On peut également éliminer la substance étrangére de la fa-
gon suivante : aprés précipitation de 1l'acide nucléique par
HO1-éthanol, 1l'acide est dissous & l'aide de soude & 1l comme
4ndiqué plus haut. Un volume de cette solution filtrée et conte-
pant de 1500 & 2000 ¥ de phosphore/cm3 est ajouté & 4 volu-

mes de précipitant " CH;0H 20% - pH 3,5- . 1,7 " dont la pré-
paration est donnée page ?ﬁ?. Aprés floculation a 0°C, le pré-
cipité est dissous dans le minimum d'eau. A la solution filtrée

et amenée & pH 7, on ajoute un égal volume d‘éthanol. Le nucléate

ainsi précipité est lavé et séché,

L'image électrophorétique du produit précipité par le systéme
méthanol-solution d'électrolytes est donnée en 1 ¢, et celle

du produit obtenu par précipitation de la solution surnageante
en 1 d. On constate que l'éhimination de la substance étrangére
est presque compléte en une seule opération.

Remarque : ILes électrophoréses ont &été réalisées dans un ap-
pareil Tiselius équipé du systéme optique Tiselius-TLongsworth
dans les conditions suivantes

temps de dialyse & 4°C : 48 heures
température : 0,3°C

pH 3,5 : tampon HAc - Nalde

force ionique Eﬁi0&05 en NaAe + 0,15 en FNaCl

dissipation calorique : Iffi < 0,09 watt/cm3 (x)

gradient de potentiel :—%— = 3 volts/omBl

P
la), 84*' (1b), 70' (1le)
78' (14)

temps de migration : 84' (

]

(X) 1 = intensité en ampére ;JC conductivité en ohm.cm > -
F:section de la cellule : 0,75 cm2
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1I.- Tests de

2) Rapport P/

rapport t

pureté des échantillons bruts déproténéisés.

1) Réaction au biuret et & la diphénylamine : négatif.

N = 0,56. Ce rapport est légérement inférieur au

néorique d'un polynucléotide od les 4 bases se trou-

veraient en quantité statistiquement égale ( 0,59 ).

3) Les figures électrophorétiques 1b et lc obtenues aprés un

temps de migration de 84' et 70' montrent qu'a pH 3,5, st 0,20,

1'acide ribonucléique se présente comme une substance électro-

ghimiquement homogéne. Toutefois, si 1l'élrctrophorése est main-
tenue pendant un temps beaucoup plus considérable et surtout

8i le pH est amené vers 7, le pic, tout en restant unique, de-

vient nettement assymétrique. C'est ce que montrent les figu-

res 2 a et b obtenues & partir de 1l'échantillon relatif & la
figure 1lb dans les conditions 8lectrophorétiques suivantes @

pH 7 ¢ tampon H3P04‘+ NaOH : 0,05 AL + NaCl 0,15)1

dissipation calorique : 0,094 watt/cm3
gradient de potentiel : 3,06 vol s/om™t
temps d'électrophorése : 197' et 257°

4) Comportement & l'ultracentrifuge : Comme le montre la figure
3, le méme &chantillon, examiné & l'ultracentrige Spinco équipée
dv systéme optique Svensson-Fhilpot, ne donne qu'un pic unique
8t légérement assymétrique dans les conditions expérimentales

Suivantes : tampon pH 5,5 : acétate Na-HAc 3 M 0,10 ; tempé-

Tature 26°7 s vitesse de centrifugation ; 59.780 r.p.m. ;
_lg_
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fig 3




temps docoulé entre la premiére et la cinquiéme photo : 4 x 16

pinutes.

Appendice.

Nous avons également utilisé pour 1l!'étude qui suit un échan-
$illon commercial de ribonucléate sodique de levure fourni
par Pédéra. Cet échantillon répondait aux exigences du Codex
frangais et présentait les mémes tests de pureté que ceux

renseignés ci haut.

- 20 =




CHAPITRE II.

g

L'ETUDE DE LA SOLUBILITE COMME CRITERE DE

PURETE ET METHODE DE FRACTIONNEMENT.




1. Courbes de solubilité du type Kunitz-Northrop (2§-26-27-28-29).

T T — e T T S ——————
c__..-_:::s.....;__.._‘._...._-._._.‘1_..__... T S R T R s ST s T TS =
=mmETss

A, 1a loi des phases et son application comme critére de pureté.

Rappelons que dens un systéme en équilibre; la loi des phases
de Gibbs est habituellement représentée par la relation:

P = C - P+ 2 ol
P:est le nombre de phases; c'est-ad-dire les parties d'un systéme |,
homogénes; physiquement distinctes et méeaniduement séparables.
Clest le nombre de composants, ctest-a-dire le nombre minimum
de constituants indépendants par lesquels la composition de
chaque phase participaht & 1'état d'équilibre peut 8&tre expri-
mée sous la forme d'une équation chimique.
F:est le degré de liberté ou la variance, c'est-a-dire le nombre
de facteurs variables -température, pression; concentratioﬁde
chaque composant - qui doivent &tre fixés afin de définir compld-
tement la condition du systéme & 1'équilibre.
Cette relation n'est cependant vraie qu'en admettant que l'équili-
bre entre les phaées dv. systéme n'est pas sous l'influence d'un
°hamysravitationnel; ov. électrique ou magnétique, mais seulement

de 1a température, la pression et la concentration des composants.
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on néglige égaiement d'autres variables éventuelles telles que 1a7
tension superficiells et le diamétre moléculaire (voir plus loin).
ga loi des phases de Gibbs est couramment appliquée comme test
glassique de pureté en chimie organique sous la forme de détermi-
nation de point de fusion ou d'ébullition. Ces critéres ne sont

pas applicables & beaucoup de composés biologiques et peuvent &tre
yemplacés par la détermination de la solubilité.

Ie point de fusion et la solubilité d'un solide cristallin sont
yeliés 1'un 2 l'autre de la fagon suivante:

8oit un éristal en équilibre avec sa solution. Nous avons 1'équation

TS TAS

AE = Hyjas0ut = Hnon dissout = TSdissout ™ non dissout”
Comme pour une solution idéale, l'entropie partielle de mixtion
8'exprime parAS = -RinN ol N représente la fraction molaire du
golide dans la solution saturée, on peut écrire

A H = -REInN,
Or, pour un solide cristallin, la chaleur de solution est égale
8 la somme de la chaleur de fusion & Hf et de la chaleur de
mixtion A Hmn Pour une solution idéale A Hm = 0,
Par conséquent,A He = -Rt1lnN. et

ou N = "R °TUT;
SU T, représente la température de fusion.

Ces Squations furent vérifides & partir de plusieurs systémes;
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sitons par exemple le systéme naphtaléne-benzéne.

glest sur ces considérations que l'on a basé la technique des
gourbes de solubilité comme test d'homogénéité.

gette technique reppse sur le principe suivant:

8oit une substance A en présence d'eau, de sel, d'acide et
dlalcool. Le nombre de composants du systéme est 5. Supposons que
le systéme se présente comme une solution homogéne. Le nombre de
phases est 1. Par application de la loi de Gibbs, on trouvera

gue la variance d'un tel systédme est 6. Mais si la concentration -
en sei, en acide et en alcool, de méme que la ?empératuré et la
pression sgnt maintenueé cqnstantes, le nombre de variable est
diminué de 5, egt le systéme est univariant. Supposons gu contraire
gue la concentwation en A soit telle qu'une phase solide apparaisse
on trouvera aisément que dans les mémes condisions, le systéme

88t devenu invariant.

Il s'ensuit dénc que, si 1lfon ajoute des quantités croissantes

d'un cristal homogéne & un systéme solvant-précipitant dont la
Composition est maintenue constante 4 température et pression
Constantes, la quantité de substence dissoute ira en augmentant
JUsqu'a apparition d'une seconde phase. A partir de ce moment,

18 solubilité reste constante en fonction de la quantité fle phase

o T -




golide.

Remarquons que le choix du systéme solvant-précipitant est trds
jmportant. Il faut en effet que, aprés apparition de la phase
golide, celle-ci ne contienne aucun des composants supposés
constants {eau-sel-acide-alcool). Dans 1l'un de ces cas, le nombre
de variables serait supérieur 4 1 et le nombre de phase restant
égal & 2, le systéme serait au moins univariant.

Le gonflement de la phase solide - caractéristiques des polyméres
amorphes (voir plus loin)- peut aussi se présenter dans le éas

de substances cristallisées. L'analyse aux R-X a permis de mettre
en évidence deux types de gonflements différents, soit par péné-
tration du liquide entre les cristallites (gonflement$ intermicel-
laire), soit dans les cristallites elles-mémes (gonflement intra-
micellaire). En négligeant cette possibilité, une substmnce homo-
géne poﬁrrait anormalement présenter une solubilité croissante en
fonction de la quantité de phase solide.

Par ailleurs, une combinaison entre le substance & analyser et un
des composants du systéme solvant-précipitant (sel on acide per
éxemple) ne donnera pas naissance & un nouveau composant dans le
8ens de la loi des phases, car sa composition peut &tre compléte - \
ment spécifiée par la quantité de substance originale et de sel

ou d'acide qu'il contient.
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Remarquons enfin que la dimension des cristallites joue un role
ympor tant dans la solubilité. Ostwald et Freundlich ont établi
une relation quantitative suivant laguelle la solubilité dépend
de 1a dimension des cristallites et de la temsion superficielle

a4 1'tnterface solide-liquide. Ils montrent ainsi que la solubili-
$6 d'une substance homogéne n'est indépendante de la phase solide

(30)
que si celle-oi présente un seul type bien défini de cristallites.

B. Btude de quelques cas théoriques de mélange.

Te tracé des diagrammes de solubilité se fait el portant sur un
graphique la concentration du corps dissout en fonoction de la
goncentration totale. Supposons que la méme é&chelle soit prise

en abscisse et en ordomnée.

1. Une seule substance A. Le point représentatif du systéme suit
d*abord la bissectrice de ltangle formé par les coordomnées.
Dés que la phase solide apparait, on obtient une droite, para-
lléle & l'abscisse et dont l'extrapolation sur l'ordonnée
donne la solubilité de la substance.

2. Deux substances A et B, Soit A la substance la moins soluble

B la substance la plus soluble

p = Soncentration molaire de B . B
concentration molaire de A )

- solubilité de B
(X) Loy sobebbititis 401,/7m£mm,/° solubilite de k. ("’

6-’-!6/4“8('{';1_5‘&’4 =re s 7w1b£{ wle ’??1:.')—634
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gn admettant que la lok de Raoult est respectée - c'est-a-dire
que l& solubilité d'un composant est indépendente de la présence
de l'autre - on peut démontrer en se basant sur la loi des ph@ses
que si F =C le mélenge se comporte comme un corps unlque.

F<C le point représentatif suit d'abord 1ls bissectrice
de l'angle jﬁsqu‘é arparition d'une premiére phase solide A pur.
Te point parcourt ensuite un segment de droite représentant la
gone de précipitation de la substance A pur. L'inclinaison de
ce segment donne le % de B présent dans le mélange et son extra-
polation sur l'ordonnée donne la solubilité de A. Enfin; pour
une certaine valeur d'abscisse, B commence également & précipiter.
Dés l'apparition de cette seconde phase solide, le point suit une
droite paralléle & l'abscisse dont la valeur sur 1'ordomnnée donne
la somme des solubilités de A et de B.

F2 c: le tracé complet de la courbe de solubilité est
similaire et présente également deux angles de cassure. Toutefois,
ie premier repésente le début de la précipitation de B et le
second celui de A. le segment de droite compris entre ces deux
cassures représente donc la zone de précipitation de B pur. Son
eXtrapolation donne la solubilité de B et son inclinaison le %
de A. Par contre, la valeur sur l'ordomnée du segment de droite

Paralléle 4 l'abscisse donne toujours la somme des solubilités

< @ =




de A et de B,

on distinguera donc le premier cas du second au fait que klextra-
polation du segment compris entre les 2 cassures donne la solubi-
1ité la plus faible.

Prois ou plusieurs substances: on peut traiter de fagon semblable
des cas de plus en plus compliqués. On verra que la courbe présente
autant de cassures qu'il y a de substances différentes dens le
mélange.

Qonclusion: Une solubilité indépendante de la quantité de phase
gsolide depuis la premiére apparition dfun trouble se rencontre
donc dans les cas suivants: a) une substance homogéne (la phase
golide est uniquse);

b) un mélange de deux ou plusieurs
substances présentes dans des quantités proportionnelles & leur
solubilité (la phase solide est en réalité double ou multiple}.

On pourra disfinguer ces deux cas en se basant sur e fait qu'un
changement de by ou de concentration saline ou de % d'alcool etc..
nlaffectera pas égalemen’ la solubllité des deux ou diverses

Substances., Il s'ensuit que l'établissemdnt du critére de pureté

d'une substence nécessite non seulement 1'établissemeny d‘un

diagramme de solubilité complet couvrant la zone précédant et

Suivant le point d'apparition de la phase solide, mais également

lE_Eérification de la constaente de solubilité éventielle dans
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des systémes solvant-précipitant de composition variable. Nous

gallons voir que cette précaution est également motivée par un
troisiéme cas d'homogénéité apparente que peuvent présenter les

golutions solides de deux ou plusieurs substances de méme solubi-

1ité .

0. Les solutions solides.

Deux ou plusieurs substances solides forment une

salution solide lorqu'elles sont miscibles en une phase unique.
Si 1'on ajoute des quantitds croissantes d'un tel mélange & un
systéme solvant-précipitant déterminé, le premier trouble qui
apparait est constitué d‘une phase solide unique. On voit que,
par application de la régle des phases, ce systéme est au moins

univariant. La solubilité varie donc en fonction de la quantité

de phase solide.

Aucune information sur la nature et l'importance de cette variation

ne peut cependant &tre obtenue par application de la régle de Gibbs
Pax contre; ce probléme, comme l'ont falt remarquer Van't Ho{f et

FNernst, est analogue 4 celui de la pression de vapeur d'un mélange
de deux ou plusieurs liquides miscibles. Dans le cas de liquides
formant une solution idéale, la loi de Raoult exprime que la pres-
sion de vapeur partielle de l'un des constituants est égale & la

fraction molaire de ce constituant dans le mélange multiplié par
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gsa pression de vapeur & 1l'état pur.
Supposons la loi de Raoult applicable aux solutions solidzs,
et imaginons & nouveau que par addition, & un systéme solvant-
ppécipitant donné, d'une certaine quantité d'un mélangs de plusieur:
gubstances susceptibles de former une solution solide, il apparais-
se une séparation de phase. La solubilité (pression de vapeur) d‘un
des constituants sera égale & sa solubilité A 1l!'état pur multipliée
par la fraction molaire de ce constituant dans la phase solide
en équilbre avec la solution.
A partir de cette hypothése, Northrop et Kunitz ont calculé la
forme de la courbe de solubilité dans le cas de deux substances
dont on connait les solubilités et proportions relatives. Ils

ole fotocnse.
montrent que depuis l!'instant oll la premiére tracevVsolide apparait
Jusqu'au moment ol la quantité de phase solide est trés élevée par

rapport & la quantité de substance dissoute:

a) le rapport % dans la solution initialement égal 4 % tend vers

]H

X

b) le rapport % dans le solide initailement égal & }L%Fg-tend

Vers %—.

¢) le rapport % (solution) divisé par le rapport % (solide) est

tonjours égal & %.

d) la solubilité tetale S (somme des mbles de A et B dissoutes)
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1n1tialement égale & S-= a g—iéuz—gl tend asymptotyquement vers
initla

g) si c = 1, la solution solide se comporte commée une substance
pure.

Conclusions.

a) la courbe totale de solubilité ressemble donc & celle dfun
mélange, mais il n'y aura qu'une seule cassure correspondant
a4 l'apparition de la prase solide. A partir de ce moment, la
pente diminue au fur et 4 mesure que la quantité de phase solide
aungmente et approche asymptotyquement de zéro.

b) on peut constater que les solubilités du point d'epparition dé
la phase solide et de celui ol la pente de la courbe est préti-
quement égale & zéro, sont -pour une valeur domnée de c- fonctim
de F. Quand donc- au cours d'un fractionnement - le nélange
8olide s'enrichit en molécules peu solubles, les solubilités
de ces deux points diminuent et tendent ltun et 1'autre vers
le. valeur de a. La courbe est done comprise entre celle des
deux substancés pures A et B, et se rapproche de 1lfune ou de

l'autre suivant que F varie de O & 1'infini.
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T1 est également & remarquer que le point d'apparition de la phase
golide ne représente pas la solubilité du solide initial, mais

la solubilité d'un sclice en équilibre avec la solution ayant

la méme composition que le solide original.

La rentabilité d*un fractionnement est fonction de C.

En effet, la phase golide en son point d'apparition est C fois

plus riche en molécules les moins solbbles que le matériel origina

Lorsque la quantité de rhase solide est énmrme, la solution est

¢ fois plus riche en molécules les plus solubles que le matériei

original. Par congéquent la séparation maximum possible sera

¢ fois la composition dv. maetériel original pour un premier trai-
tement et C? fois par ur second fraitement de la premiédre fracticn
obtenue ete....

Le rendement d'un seul tour de fractiommement en fonction de O

. : : ; 5 {27)
peut se représenter grarhiquemeht de la fagon suivante {(Butler = '°

A 4 J'ﬂl-

On peut en effet écrire que p ‘solide) = C y (solution). Si 1'on

porte dans un graphique % {solide) en fonction de % {solution)

ia droite obtenue représente donc ia reiation entre la cemposition

du solide et celle de la sclution en équilibre avec lui {E;%.g

A

5 dans le matériel original. Dés 1'appa

Supposons que X représente
Foap 5 g A . 3 5
rition de la phase solide, on peut dire que B {solution)} est trés

Proche de X et sera représentée par Y. Par contre, % {solide) sera




donc représente par X', Au conuraire, lorsyue la plase solide
est trés grande par rapport & la quantité dissoute, % (solide)
est trés proche de X. % (solution) sera donc représenté paff{f

ILtamplitude des variations X'=> X et Y= Y? représente le rende-

ment de fractionnement.

D. Bcarts & la loi de Raoult - Application aux polyméres.

Dans les considérations théoriques précédentes, nous avons mon-
tré la prudence avec lsguelle on doit tirer les conclusions

des résultats de courbew de solubilité, méme lorsque celles-ci
sont établies pour des systémes idéaux. En résumé, un solide
eristallin homogéne peut présenter une soiubilité variable en
fonetion de la quantité de la phase solide si celle-ci présente
un phénoméne de gonflement ou si les cristallites sont de di-
men&iqns diff rentes. Inversément un solide hétérogéne peut
présenter une homogénéité apparente si les constituants sont
présents dans des quantités proportionnelles & leur solubilité
(mélange indépendant), ou si les constituents présentent la
méme solubilité (solutisn solide).

De plus, l'ensemble des raisommements de Kunitz-Northrop n'est
Btrictement valable que pour autent que la loi de Raoult soit

8pplicable aux solutions en équilibre avec une ou plusieurs
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phases solides. Or cette loi n'est vérifiée gue p.. ue rares mé-
1anges de liquide ( éthanol-méthanol ; benzéne-toluéne ).

De méme, il est rare que la dissolution d'un sollde cristallin
se réalise suivant le cas idéal exposé au paragraphe A. Ceci

est particuliérement vrai lorsque les molécules du ciops dissous
présentent vis-a-vis de celles du solvant une dimension beaucoup
plus grande, et se caractérisent par une modification aisée de
forme, comme c'est le cas des polyméres & haut degré de polymé-
risation.

1°) Polymére cristallisé.

Dans ce cas, méme si la chaleur de mixtion peut €tre négligée

par rapport 4 la chaleur de fusion, la variation entropigue
positive est considérablement supérieure & la variation idéale :
AS réel = & S 1déal + AS' = - R1In N + &ASY ou A S*' repré-

gente cet excés dfentrople positive. Dans ces conditions, la

- (Lé.’dd'e, “TAs")
bT:wE RT

solubilité sera donnée par

ZkE%.augmente généralement avec le degré de polvmérisation.

T A S* d'autre part reste normalement trés petit devant A Hf .

On voit que la solubilité des hauts polyméres cristallisés doit
étre trés faible. Inversément, une solubilité trés &levée d'un
tel solide dans un solvant déterminé doit étre la conséquence

d'une affinité spéoiale telle que la chaleur de mixtion peut
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compenser la chaleur de fusion. Un cas semblable témoigne des
interactions solvant-polymére considérables, et on s'écarte en-
core davantage des conditions d'application de la loi de Raoult.
I1 y aurait donc avantage -du moins théoriquement- de tracer
les courbes de solubilité dans un domaine de trés faible solu-
bilité. Si 1l'on suppose que les écarts & la loi de Raoult pré-
gentés par les solutions de hauts polyméres sont uniquement un
effet du volume moléculaire du dissous, la loi de Raoult serait
respectée pour des dilutions de ltordre de ny 2 100 n. >

et n, = nombre de molécules du solvant et du polymére

i | 2

volume d'une molécule de polymére
volume d'une molécule de solvant

n =

On voit que pour n = 1000, la condition de dilution serait

n; » 100.000 n, .

I1 est évident que des déterminations précises de solubilité aussi

faible sont pratiguement illusoires.

2°) Polyméres amorphes. (31)

La solubilité des polyméres amorphes est régie uniquement par
l'entropie et la chaleur de mixtion. On'peut montrer que
lt'énergie libre de Gibbs (température et pression constantes)
qul en découle estldonnée pour des solutions diluées par

AP =-[RIV + RT ( £ -%) V2]




o V = fraction de volume du polymére

j?:: ﬁ + é?% ou ﬁ et ol sont deux termes provenant respecti-

1~ .
vement de l'enntropie (B = g . O = facteur d'écran ) et de

11énergie totale de mixtion qui dépend de l'énergie de cohésion
des substances pures, et des interactions polymére solvant.
Lorsque la courbe A F en fonction de la concentration présente
un minimﬁ?rle systéme, primitivement homogéne, se sépare en

deux phases contenant des concentratlons différentes en polymére
et en solvant. Le partage du polymére entre les deux phases

(gel et solution) est donné en premiére approximation par :

V., / V.
L AT e A2 3’(V§"LQ)“au(}¥%)
Vx Vi
V! et Vx = fractior de volume du polymére dans la phase gel
et dans la phase solution
Vi et Vl = fraction de volume du solvant dans la phase gel
et dans la phase solution
L7t a ~
A = constante pour mw systéme donné.
X = degré de polymérisation du polvmére.

On peut voir que si la loi des phases de Gibbs reste valable,
l'application de la technique des courbes de solubilité est
impossible.

Lorsque 1le so.ide est un mélange de plusieurs polyméres amorphes,

le fractionnement est généralement réalisé en modifiant les



caractéristiques du solvant (abaissement de température-addition
a‘un non solvant) de fagon & atteindre progressivement les va-
leurs critiques detﬁ de chaque polymére pour lesgquelles celui-cl

récipite. ( Vot fooqusd- 34 )

Remarque : Exemplesd'application.

Malgré les difficultés théoriques que nous venons d'exposer
Kunitz et Northrop ont discuté les courbes de solubllité obtenues
8 partir de substances macromoléculaires cristallines (protéines
et enzymes) sur la base des lols des solutions idéales.

Les résultats obtenus par ces suteurs sont devenus classiques j
et i1 est bien établi que, dans un grand nombre de cas, la loi

de Raoult peut dommer une interprétation au moins qualitative

des phénoménes. Clest ce qu'ont observé par exemplé Landsteiner
et Heidelberger & partizde deux hémoglobines d'enimaux voisins
(32) ; Herriott Desreuwx et Northrop a partir de la pepsine (33) ;

Kunitz & partir d'un mélange de A et E'chymotrypsine (34) (x)

(X) Remarquons que ce mélange se comporte comme une solution
Solide & pH 4 (10°@ : ¢ NH‘er }2 SO4 0,4 saturé ), tandis qu'a

PH 5,5 la courbe correspond & la courbe théorique d'un mélange

de deux phases solides indépendantes.




A, L'effet de Salting Out.

102) Il est d'application générale en chimie organique que 1l'addi-
tion & deux composants liupides d'une substance soluble seule-
ment dans 1l'un des deux dimine la solubilité mututelle, et par
gonséquent aﬁgementha température critique de dissolution.
C'est en particulier le cas de 1l'ad¢ ition d'un électrolyte a
‘ un mélange d'eau et de liquide organique. C'est sur cette intéres-
sante propriété que se basent certains critéres de pureté, de
’I méme que le séchage de liguide organigue.
2°) On sait également que les gaz sont moins solubles dans des
|‘ solutions aqueuses d'électrolytes que dans l'eau pure. Cet effet
|
est pratiquement indépendant de la nature du gaz, mais est d'au-
tant plus intense gque la dimension de 1l'ion est petite et sa
charge élevée.
En régle générale, ces deux phénoménes sont régis par la méme
loi selon laquelle le log. du rapport de la solubilité, dans
la solution d'électrolyte, du gaz ou de la substance organique,

8 la solubilité dans lfeau pure est proportionnel & la concen-

| tration de 1'électrolyte




' gtant une constante dépendant de la nature de 1l'électrolyte.
get effet dénommé "effet de Salting Out" est eppliqué en suppo-
sant que les dipoles de l'eau se concentrent autour des ions
ajoutés. la cause du Salting Out est analogue & celle des dé-
riations positives 4 la loi de Raoult. C'est un véritable effet
de déshydratation. Le Salting Out apparait donc comme une mesure
de 1'hydratation des ions. I1 est intéressant de constater que
les résultats ainsi obtenus sont en accord avec ceux obtenus par
dlautres procédés comme le nombre de transport.

39) Rappelons aussi que cette concentration des dipoles H2O au-
four des ions, est responsable du terme - G}J_ dans 1'équation

gorrigée de Debue-Hlickel

. 1+ Ko

_&?{ = Az;z__.m _,CJUW

force ionique

"

A = constante égale 4 0,51 pour l'eau & 25°C
z, z_ = valence.
(1 + ¥ o) = facteur de correction tenant compte du diameétre

moyen effectif des ions.
En effet -en l'absence du terme correctif - OJLL - cette formule
Ne peut justifier le minimum que l'on constate dans la variation
de {log f, en fonction dejuig Ceci signifie que pour une certai-
e valeur de/LLs le Salting Out -qui a pour effet dfenrichir

1'&tmosphére ionique dfun ion déterminé par des dipoles H2O



dipens d'autres ions de signe opposé & 1lfion central -ne

aux

peut &tre négligé. La correction -selon Hiickel- peut étre faite
en supposant un chengement dans la constante diélectrique

proportionnel a4 la coneentration ionique. On arrive ainsi a la

relation compléte.

B. Application du Salting Out comme critére de pureté (35)

La précipitation des colloldes hydrophiles et en partlculier
des protéines par addition d'une grande quantité d'électrolytes
est également une menifestation du phénoméne de Salting Out
et est régi parla méme relation que [1) . Cette relation est

toutefois souvent mise sous la forme

log S = ﬁ - KéI;L

S (solubilité) et (i (force ionique) étant exprimés en gramme
par mille grammes d'eau.

Les variations du log S d'un colloide en fonction de ML est donec
une droite dont 1l'intercepte avec l‘ordonnée,ﬁﬂ, est le loga-
rithme de 1la solubilité hypothétique & force ionique nulle, et
dont la pente donne la valeur de Ké appelée constante de
Salting Out (figure 6 ).

Cette équation n'est toutefols valable que dans un domaine de
force ionique suffiseammenet élevée pour lequel la solubilité

est petite. En effet, aux faibles concentrations salines, les

S
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nteracticns entre les dipoles du colloide et les ions de

i

lcéleotrolyte, ont un effet de solubilisation. I1 faut donc que

jieffet de Salting Out soit grand en comparaison de 1ltaction

dissolvante des gels neutres. Kg est en réalité une constante

apparente et représente la somme de ces deux effets.

e R

1°) la constanteAgé est -pour une protéine et un sel donnég indé-
pendante 4 la fois du pt et de la température. Les valeurs de

K! pour différentes protéines et le meéme sel, ou, pour différents
csels et la méme protéine, différent seukdment 4'un facteur ma-
ximam de 2. I1 est toutefols possible de classer les sels en
fonction de leur pouvoir de Salting Out. “ar ordre croissant,

on trouve ganéralement ¢ NaCl~Mg804= {NH4}2504~ Na2304—phoaphatesa

2°) La constantejg au contraire est, pour une protéine et un sel
= f

donnés fonction & la fois du pH et de la température. I1 sfen
sult que pour une protéine unique, le log 5 en fonction de J
4 #ifférents pH ou & différentes températures, est représenté
par une série de droites paralléles. OUn voit 1'importance que
présentent ces variations de?% pour le fractionnement dfun mé-

lange de plusieurs protéines. En effet, leur solubilité éven-

|

~

cuellement trés smmblable a un pﬁ et 4 une température détermi-
nés, pourrait étre affectée trés différemment par la varlation

de 1l'un ou 1'autre de ces deux facteurs.



gonclusions.
——

a) Cette technique donne des résultats remarquebles dens la
géparation, la purification et la caractérisation des protéines.
De plus, Falconer et Taylor (36) ont fait une étude compléte
des courbes présentant des zbnes de coprécipitation. Leur étude
avait pour objet la mesure du chevauchement et 1'élimination

guantitative des impuretés, et comme application l'obtention

L0

d'estérase & un haut degré de pureté.
b) Il n'en reste pas moins vrai que la faible variation si-
gnalée plus hant de Ké en fonction de la nature de la protéine
ou du sel, est la traduction du peu de spécificité du Salting
Out, celui-ci dépendant en ordre >rincipal du volume d'eaun
déplacé ; ce qui a pour effet de masquer les forces hautement

spéecifiques qui déterminent les interactions entre protéines et

électrolytes aux faibles forces ioniques.

- §F -



1. Cou_oes de solubili.é _aux faibles forces ioniques (Cohn)

B e e et e e e i o iy e,

Te principe consiste & utiliser les interactions spécifiques
protéineuion particuliérement élevées aux faibles valeurs defu_
la solubllité des protéines étant réduite per addition d'un sol-

vant organique miscible & 1'eau.

A. Les interactions protéine-ion (34 )

Les sels neutres ont une action profonde sur les protéines en
général et particuliérement sur les globulines. Cette action se
menifeste par une diminution importante du coefficient dfactivi-

c¥

— ===

# 7 A s . 'I_ ' 3 -
teb/ i aEres I8 Torwila gﬁf(tempoet pression constantes) ~ ¢,

thermodynamiguement applicable & une solution saturée en équi-
libre avec la phase solide (x{,Cette diminution de bﬂt se tra-
duit par une augmentation de la solubilité : c'est 1l'effet de
Salting in. On voit dés lors que la combinaison des deux effets :
Salting in aﬁx faibles valeurs dg}i_et Salting Out sux valeurs
élevées de}i,, expligque parfaitement le maximum présenté par

la courbe compléte log S5 en fonetion de}i_(figure 7). De plus la
figure 8, relatinve au Salting in de la lactoglobuline et de la

carboxyhémoglobine, comparée aa la figure 6 montre clairement

la différence de spécificité des deux phénoménes.

-

= concentration ilonique moyenne

_43_



1°) Nature des interactions protéine-ion.

Tiinterprétation quantitative de ces interactions -basée évi-
demment &ur la théorie de Debye-Hiickel~-est mathématiquement
difficile & établir. Signalons l'essai de Kirkwood (37).
Bn assimilant 1l'ion protéinique & une sphére dont la localise-
i
tion des charges —correspond)aux groupes ionisés basiques et
acides des résidus mmino-acides- est spécifiée par des coor-
données sphériques, il calcule l'énergie électrostatique
mutuelle entre ce dipole complexe et les électrolytes dans un
milieu de constante diélectrique donné. A »artir de quol, il
obtient le coefficient d'activité.
Ltapplication pratique de la formule ainsi porposée se heurte
évidemment & depombreuses difficultés et nécessite un certain
nombre d'approximations :
a) Le manque de précision concernant 1'édifice moléculaire de
la protéine. En général on l'assimile & une sphére compatible
avec son poids moléculaire, et on localise aux deux poles oppo=-
8és u1 nombre de¢charges élémentaires tel que combiné avec la
distange qui les séparent,le moment dipolaire résultant se
rapproche le plus possible de la valeur expérimentale.,
b) Le calecul théorique de Kirkwood ne considére parmi les in-
teractions protéine-ion que les seules interactions coulombien-

nes du type protéine "dlpole complexe"-ion. ILa formule doit,

=.4_4__




par conséquent étre corrigée en tenant compte dfautres phéno-
ménes concoumitants : le Salting Out et les interactions protéi-
ne "ion" - ion.

On peut tenir compte du Salting Out d'aprés la loi log?{_= Ka/i~*
la constante Kg (constante "réelle" de Salting Out) étant elle-
méme calculée & partir d'une autre équation de Kirkwood, suivent
laguelle KS -pour une température déterminée- est directement

42, D-1

proportionnel au produit o 3D +1

b étant le rayon de l'ion dipolaire, a, la somme des
rayons dipol€ire¢ + ions et D la constante diélectrique.
Les interactions protéinefﬁon%—ion dont la nature a été étudiée
particuliérement per Linderstrom-Leng ont & leur tour pour
effet d'angmenter ou de diminuer le moment dipolaire de la
protéine. Si bien que & ce seul point de vue, les mesures 8l-
multenées du coefficient d'activité et des combinaisons protéine-
aclide ou base, sont seules susceptibles de donner une estimation
satisfaisante du rdle des forces dipole-ion et ion-ion dans la
solubilité des protéines aux faibles forces ioniques.

2°) Conclusions,

Malgré la complexité du probléme, la formule de Kirkwood
-moyennant la simplification concernant la forme de la molécule
et la configuratlon des charges- est souvent applicable en pre-

midre approximetion. Elle montre que l'effet de solubilisation

=45_



a) augmente avec la force ionique de la solution b) augmente

avec 1le moment dipolaire de la protéine c¢) diminue que la cons-
sante diélectrique dv milieu augmente.

on voit par conséquent qu'une méthode de caractérisation et de
géparation éventuelle basée sur L'utilisation des interactions
protéine "dipole'-ion. est hautement spécifique'de la nature de
18 protéine. De plus, cette spécificité peut encore &tre aug-
mentée par un cholx adéquat du pH et de la constante diélectrique
du milieu. En effet, nous avons sighalé que le pH peut avoir

une répercubgion importante sur le moment dipolaire de la pro-
téine ; tandis que une variation de la constante diélectrique

du milieu a un effet opposé sur les deux phénoménes : Salting in
gt Salting out ; une diminution de D diminuant la valeur de la
gonstante réelle de Salting out Ks et augmentant les interactions

5

dipole-ior

B, Application au fractionnement des protéines (38-39)

18 méthode de Cohn consiste donc & différentier les protéines
Par addition de faible concentration d'électrolytes. La solu-
b11ité est ensuite réduite, généralement par addition d'un sol-

Vant organique. Le choix de ce solvant { méthanol-éthanol-dioxr ie)




revét une 1lmportance considérable étant dormé son influence

sur la constante diélectrique du milieu. Dans un tel systéme,

on peut contrdler cing variables indépendantes : le pH, la
température, la concentration en proté#ine , la force ionique,

et la concentration en liquide organique.

Généralement, trois de ces variables sont maintenues constantes,
gt les deux autres sont choisles telles que l'une augmente, et
1lautre diminue la solubilité. On choisiti 3ouvent comme va-
riables, la concentration en électrolyte et la concentration

en liguide organique. Si la protéine est unique, il y a toute

une variété de concentrations en électrolyte et en liquide orga-
nique pour lesguelles la solubilité de la protéine feste constante.
On peut ainsi déterminer les conditions pour lesquelles la cons-
tance de solubilité de n'importe quelle protéine est vérifiée

et Q'en construire les courbes correspondantes,

Dfautres systémes plus oompleges peuvent &tre choisis avec, par
eXemple, trois variables comme paramétre ( électrolyte, liquide
organique, pH ). Dans ces conditions, les conditions de solubilité
Constante seront définies par des surfaces.

Enfin, les interactions protéine-ion peuvent étre modifiées par

1'addition d'autres substances en concentration varisble :




aires comme la en vue dlaugment
1a constante diélectrique, ou, formant des com-

plexes trés peu dissociés comme le chlore

les alcools ali




CHAPITR III. (40)

ETUDE DE LA SOLUBILITE DU RIBONUCLEATE DE

SOUDE DE LA IEVURE.




S TTRODUCTION .

=z
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gomme nOUS ltavons rappelé dans l'introduction, H.Chantrenns a entre-
pris la purification de 1*acide ribonucléique de levure: st le produit
obtmnzfvt soumis & 1l'analyse par la technique des courbes de solubi-
34té de Kunitz-Northrop.
Je milieu précipitent adopté par Chantrenne était constitué de deux
wolumes d'acide acétique, un volume d'scétone, et deux volumes d'eau;
un volume égalede la solution de nucléate & analyser était additionné
8 ce mélange. Le diagramme ainsi obtenu était représenté par une
droite dont 1'extrapolation sur l'ordonnée représentait une quantité
gde produits sclubles extrémement faible. D'autre part, aucune mofiifi-
CAtion dgns la pémte de la droite n'était mise en évidence jusqu'a
des concentrations totales de lfordre de 30 grs. par litre.
' Il était possible & H.Chantremme dfinterpréter ce diagramme en
Supposant que 1l'échantillon examiné était en fait un mélange de deux
I Substances de solubilité extrémement différente. C'est ainsi qu'il
fut amené a distinguer deux fractions appellées respectivement A de
teés faible solubilité (2 30 mgrs. ddacid e nucléique par litre) et
B de solubilité supérieure & 30 grs par litre. Par précipitations
fr&ctionnées, il obtint le Hroduit A ne contenant plus que 1 & 2%
@8 B, 1a solubilité trés faible de liacide rmbonucléique rendait

= 80 =




aant difficile 1'étude de la premiére partie du graphique de

,“‘northrop. On ne pouvait donec affirmer avec certitufle que cette

anoe ttait constituée d'une seule espéce moléculaire.




11 EEUDE DU SYSTEME SOLVANT-PRECIPITANT DE CHANTRENNE.

ﬁ—-—‘

Jo us avons repris 1'étude de la solubilité de la fraction A, parti-
suliérement aux trés faibleas concentrations, en opérant dans des
ponditions plus précises: la température de 0°C &tait strictement

gonstante au cours de toutes les manipulations et le dosége colorimé-

frigue du phosphore minéralisable était plus exact.

A. Résultats expérimentaux,

1 Ia courbe de solubilité ainsi obtenue (figure 9a) révéle que la
solubilité de la fraction A n'est constante en fonction de la
quantité de phase solide qu'd partir d'une certaine valeur d‘'abscis-
se. Quelle que soit la signification de graphique semblable, lfallure
de la courbe aux faibles quantités de phase solide montre claire-
ment 1*hétérogénéité de la fraction A,

2% Par deux fractionnements repétés & 1'aide du mdme milieu, et en
travaillent & des concertrations trés faibles (% 40XP,total/cm3_) .
flous avons pu obtenir ur. enrichissement progressif en substance
la moins soluble et isolér finalement une fraction (fraction Al)
de solubil{té trés faible et apparemment constante dans tout le
domaine de concentration étudié (figures 9b-c).

3° Signalons que la "solubilité extrapolée” peut varier considérablement

- 52 -
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e fraction A, & une sutre: 4 et 122{ de phosphore minéralisable
cm3 par exemple.

gofin, le détermination de la quantité d'acide en solution étang
pasée sur Un dosage de phosphore, il était nécessaire d'établir
ggalement les courbes de solubilité de la fraction A; par dosage
dlazote et gravimétriquement. Bn opérant sur un échantillon cargeté-

.\ rigé par une solubilité de 451/{3&13 ., nous avons, dans le premier cas,
S trouvé que la solubilité exprimée en X d'azote par cm? était constante

gt égale 2 6.,56//cm5.

A\

Dens le second cas, on obtient une droite dont l'inclinaison représetie
environs 24% de produits solubles. Comme le nucléate de soude se

trouve en solution sous forme de sel tétrasodique, et comme il est
précipité par le milieu de Chantrenne sous forme acide avec formation
d'acétate de sodium, les 247 de produits solubles représentent donc
6,7% de sodium. Or, le pourcentage de sodium calculé pour un polynuclé-
otide constitué par 1'union de tétranucléotides sodiques de composition

Statistique

)kl NG—W)L

Cyg Hee O K.
( =8 TS Sl Ty est égal a 6,61,

L'accord est donc trés satisfaisant, considérant la préecision de

Ces déterminations.




B gonclusions.
. ke
e

18 geule conclusion rifoureuse que l'on puisse tirer de ces graphi-

ques est 1'hétérogénéité manifeste de la fraction A de Chantrenne.

yais il n'est pas possible de garantir l'homogénéité de la fraction

‘1' ni d'établir avec certitude le nombre de composants présents dans

Je ribonucléate. En effet:

1® Supposons que les différents composants de.nucléate brut forment
béellement des phages solides indépendantes. Les courbes précé-~
dentes sont intreprétables en admettant 1s présence de 3 fractions:
Al et A, de solubilité trés faible et trés voisine) et B de solubi-
1ité énorme (cas 1). Ia présence de Ay et 4, dans le produit brut
ne peut cepéndant 8tre misten évidence par suite de leur solubi-
1ité minime et de la difficulté qu'il ¥y a d'obtenir des points
8ux trés faibles quantités de phase solide {voir plus loin).
Suppcsons au contraire que les différents composants forment une
Solution solide; les points expérimentaux peuvent &tre interpré-
tés en supposant la présence de deux substances ou de deux ensem-

bles de substances A et B pour lesquelles le rapport

0-30lubilité de B

S0Tubi TTt5 e est énorme (cas 2),.

En effet, si le pourcentage de fractions A = [Al + Az] et B est
Trés Semblable dans le ribonucléate brut, la courbe de solubilité

8808 16 cas 1 - est une droite, aprés que Ay et A, auront atteint
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P eaturation, sur une trés grande distance. Dens le cas 2, la pente
gourbe varie insensiblement en fonction de la quentité de phase

Side et 12 courbe peut, dans un certain domaine de concentration,

» confondue avec une droite.

igsement par fractionnement en molécules peu solubles est

1 .‘w;rich
soellent dens les deux cas. Ia pente de la courbe de solubilité

RS
1

acée &4 partir de la phase solide ainsi enrichie sera donc pratique-~
ant nulle pour une valeur dfordonnée trés peu différente de celles

gorrespondant 4 l'apparition de la phase solide.
11 s'en suit que -avant ou aprés fractionnement- il est trés difficile
| de savair si les poins expérimentaux se placent sur des segments de
droite ou sur une courbe. Et il est pratiquement impossible de décider
' "8l 1'hétérogénéité de A est due soit & la présence de deux ou plusieurs
gubstances de solubilité trés faible formant ou ne forment pas de
golution solide3ou; soit & la présence de trés faibles quentités de B
formant une solution solide avec une substance ou un enseﬁble de
Substances de solublité trés faible.
2° Ta solubilité de la fraction Ay est extrémement faible. Il est
done impossible de tracer vne courbe compléte de solubilité. Or
' Gette condition est essentielle & la caractérisation d'une substance

homogene, Rappelons @ci que les différentés fractions.Al de solubilité

8trictement constante & partir de quantités de phase solide trés

0 55'-




aa (10 & 2OE/P./cm3} donnent des "solubilités extrapolées"
grentes. Cecl pourrait évidemment sfexpliquer en imagimant que
ature chimique de ces fractions supposées homogénes varierait

o échantillon & l'autre. I1 est toutefois plus logique de supposer
g oes différentes fractions sont hétérogénes & des degrés 1légérement
u:~ent5 et que les divers composants, tous de solubilité treés faible,
fforment des solutions solides. Dans ces conditions, une légére
ifférence du rapport des concentrations molaires des composants se
jrquera par une légére différence dans la solubilité de la partie

8 la courbe paralléle & l'abscisse. (XX). Tandis que la partie de

Ja courbe de pente variable ne peut étre mise en évidence, celle-ci

gléfendant dans un domaine de concentrations trop petites en phase

solide.

;Q’Nbus verrons plus loin,(pagetié) que 1l'hétérogénéité de la fraction
A q 88t réellement due & la présence de substances de trés faible
80lubilité,

! ) En toute rigueur, on pourrait également imaginer que ces dAiffé-
rents composants ne forment ras de solution solide. Dans cette
hYPOthéseylbxtrapolation 4 l'ordonnée nous renseigne sur les
80lubilités des composants & 1'état pur. Il faudrait donec
fonclure & nouveau que la nature chimique de ces différents

f0mposant varie d'une fraction & une autre.
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Inconvénients du précipitant de Chantrenne.
al A
RS —— S .

iesrapnique 10 montre que ce milien a une action légérement dégra-
gante sur la fraction A.4 Aorés 26 heures de contact & 0°C on retrouve
pour cette substance un tracé de solubilité similaire & celui de la
figure 9e. Aprés 120 heures de contact, la formation de produits
golubles B est évidente (figure 10b). Cette action dégrandante,
signalée également par Stanley-Kerr et Seraidarian (4§ )} joue tres
probablement un role perturocateur important lors de 1l‘établissement
gés premiers points de la courbe de solubilité. En effet, la flocula-
$ion de la solution colloidale d'amcide ribonucléique est souvent trés
lente 1ors£@ﬁ la gquantité d: phase solide est faible. Nous avons
#88ayé dfaugmenter la vitesse de floculation par adjonction de
Sulfate de magnésium au pré:ipitant de Chantrenne. On se heurte
Cependant & un grave inconveéngént: la présence de faibles quantités
dé suliiate de magnésium abaisse considégablement la solubilité des
S0mposants de liacide ribonicléique, et par conséguent diminue la

8€lectivité du précipivant. C'est ainsi que 1z solubilité du mélange

: 3

E0rrespondent dans le graphigue 10b, au point: 21{ P.scl./em” pour

AN

% 5 - .
38K1%t@ta/cm‘ sfabaisse a @angsaiu/@m par addition de 1GQOO‘K de

SUlfate de megnésium par cm’ {graphique 11).

On Comprend dés lxjos qu‘il 28t impossible d'obtenir des points de

e soiide.



Inflence de MgSOQ sur la solubilité
d'un produilt brut '

]

\P sol. y /cc jorécipitant:Changrenne

MgsS0y,, g/ﬂc

1000 2000 8000
fig. II




Wgtant dormé la trés faible solubilité Ay, son homogénéité ne

eait per conséquent &tre garantie.

8 Remarque.
- ..-.____.____ﬂ_

| oy Ofeciie
Wa superposition des 3 figures 9a-b-c¢ et des § figures 10a-b montre

ll.i-_aux faibles quantités de phase solide, les courbes se rejoignent
ot montrent une tendance au recoup =mént. C'est ainsi que les points
gorrespondants & P.tot. = 16‘{/01113 dans les figures 9a-c relatives

@ deux fractions d'homogénéité nettement différente, donnent la

ﬁme solubilité 12Z{Esolv/cm3, Tl faut donc en conclure qu'aux faibles
quantités de phase solide la solubilité diminue lorsque le pourcenta-
g€ de produit solublesaugmente. Cette anomalie montre que =quelle que
801t la nature de la phase solide- la loi de Raocult n'‘est pas respec-
tée.

Afin de vérifier l'influence de la variation de la concentration

réeiproque de deux fractions sur le tracé d'une courbe de solubilité,

des

HO0US avons ajouté 4 une certaine quantité (105 Pg/’cmﬁ) de Aqs

QUBntités croissantes de produits solubles "B" obtenus par chauffage
de A, & 100°C pendent 3 heures & pH 9. La fraction A, utilisée donnait

We solubilité appremment indépendante de la quantité de phase solide

Bt égal 4 4 X P,/ /cm.




1es résultats expérimentaux sont consignés dans le tableau suivant:

metité Quantité Quantité Quantité totale Quantité de "B"

de Ay de "B" totale soluble moins Quantité de Ay

ajoutée soluble quantité de "B"
ajoutée
1OJP/CE3 O(i/l?/c:m5 AJP/cm3 4 {P/cm3 0
' 1,5 3,8 253 0,15

3 5$8 098 OyBD
4!'5 5312 Or7 Oy4‘5 |
6 6,8 0,8 0,60 |
745 9,8 23 0,75

A partir de ces résultats, nous avons tracé les deux graphiques12a-b

;o et en ordonnée soit la
3

8l portant en abscisse le rapport

$0lubilité totale, soit la différence entre la solubilité totale et
18 quantité de "B" ajoutée.

1* si Al et B ne forment pas de solution solide, la phase solide est

8 chaque instant constituée uniquement de Ay . Le graphique 12b

donne done la variation de la solubilité de Alo Le coéfficient dlac-

AP npt
Wvits ge Al serait maximum pour un certain rapport il

Al ’

¢ 81 ay contraire, A, et "B" forment une solution solide, 1'inter-

Rétation ay graphique 12b demande un traitement plus poussé.

mleffety la phase solide dans ce cas, renferme en tous points une

;.59._,



Inflence du ravport "Ba sur la solubilité totale
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4 O

N

=

SO

g

( A; = constante )

( précipitant de Chantrenne )

/L. el
solubilité totale y P/cc
n
By,
_ AT
Ong (:]ni{. (_)eé) On&% fjg~
) 1 , 7
", solubilité totale-quantité de
\ "Br ajoutée
i
\ f
P )
\ \, i 1/“‘
Eyt 1}
— Gk o
|?B“
Ay
0.2 O.4 0.6 0.8
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on variable de A, et "B". Et on peut seutement poser
rti 1

- uqpn
o "B"] en solution B ajout

¢ < solubilité de A, en 1l'absence

” ﬂBl!'

§ous verrons cependant (page ’;7()) que le résultat est identique: &
gavoir que la solubilité de A, passe par un minimum pour une certaine
- HBTI

qggn'ti‘té de _Xi_ﬂ ‘

B, Conclusion.

————— i e+ £t A 13

flous nous sommes donc efforcés de trouver dfautres systémes solvent-
précipitant ne présentant pas les invonvéndénts du précipitant de

Chantrenne: action dégradante et solubilité trop faible de Alu



ilZ NOUVEAUX SYSTEMES SOLVANT-PRECIPITANT.

o rrteer ettt ettt p—f—t— RSN EEEEETISEE

Nous nous sommes inspirés des méthodes expérimenteles utilisées par

| gohn et ses sollaborateurs dans le cas des protéines. Nous avons vu
gue le nombre de varhbles caractérisant un systéhe précipitgnt du
type Cohn est élevé. On puvait dono esperer trouver les conditions
expérimentales de solubilité plus élevée; de sélectivité convenable
et de stabilité de l'acide ribonucléigue.
Notre choix s'est porté sur un mélange de mé thanol et d'un tampon
acide-acétique-acétate de sodium de force ionigue 0;10; le complément
de force ionique étant apporté par NaCl; la température est toujours

de 0°C,

A. Résultats expérimentaux.

Nous avons tout dtabord étudié lfinfluence de la faérce ionique
8pparente, du pH et de la concentration en acide ribonucléique, le
pourcentage en méthanol dans le miliem précipitant étant de 20% en
Voliume ,

Les résultats obtenus sont consignés dans les figures 13a-b et
interprétés en fonction de la relation log S =£3-K§}Loﬁ S désigne

la solubilité en grammes de P, soluble x 10 par litre.

- Bl -




HETEROGENEITE DE A

)

Variation de la solubllité de AI
en fonction de p

pH & conec. en AI variables. CHBOH :

20 4

log. S
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0.8

I.6 fig.I3 a
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figure 13a représente la variation du logarithme de la solubilité
je 18 fraction A’l en fonction de |) au pH 3,5 et 4, la quantité @ctale
I i
§e substance dans chaque essai étant spproximativement la meéme (70 et
EOXP‘/Gmﬁ} . La figure 13b :représente 1a meéme varietion au PH 4,7
840-105 - 70 \E*/PQ,/cm}} et au pH 6 (EOYlﬁufﬁtnE}c

0 0
§0 Par application stricte de la relation précédente, ou poursait
gupposer que dans ces milienx, A, se comporte comme un mélange d‘'au
goins deux composants. Aux pHHYVY y1 et ( ce deuxidme composant éventual
mé précipiterait qu'a des concentrations ioniques élevées que nous
gpouvons atteindre par suite de la présence de méthinol. A pH 3.5
ne p b Pa 3,
8l contraike, ce composamt hiypothétique récipitersit & une force

. ] 1Y

lonique spprente de 0,80 emvviror ,
2" Ia figure 13b montre de plus que la solubilité a PH 4,7 et & toutes
iés forces ioniques examinécs, est fonction de la quartité totale
déacide ribonucléique utilicséde dams chague essai de solubilité.

Ueci démontre également 1'he térogénéité de la fraction Aq.

. . = - X :' O & -‘= = ] ¥ o 3
3° Le pH influence anormalerient la valeur de K'= -U8& b_s. 488 Sq




‘.11 semblait & premiére vue qufune séparation sur la base de ges
pigures devait &tre aisée. Si 1l'hypothése énoncée ci-haut est exacte)
yn fractionnement opéré dans un domaine de force ionique pour lequel
W jp constance de solubilité semble étre obtenue, doit &tre hautement
" rentable. C'est pourquoi nous avons précipité Al dans les conditions
P uivantes: pH Gau.1,9; CH0H 20%; concentration en ribonucléate

50XEh/cm33 Le précipité obtenu dans ces conditions, de méme que le

4 1'éthanol sent remis en solution dans de lt'eaun, dialysés 24 heures

|
|
|
produit obtenu 4 partir de la solution surnageante par précipitation
/ |
I

I

gontre de l'eau distillée et réajustés 3 une concentration telle que
les nouvelles courbes log 8 en fonction d%}Ltracées & partir de ces
deux fractions sont & nouvean réalisées pour une concentration de

¥

GOA/P,/cm3. La figure 14 donne les courbes de Am non fractionné

du précipité et du surnageant. Tl apﬁ}rait immédiatement que 1'hypo-
thése précédente n'est pas fondée. En effet, les courbes montrent

que dans les conditibns du fractionnement, la proportion relative

des divers constituents est pratiquement la meag,dans la solution
Surnageante que dans le matériel original, tandis que le pourcentage
én produits peu solubles est nettement plus élevé dans la phase solide

est
que dans le matékiel original. Cette propriété caractéristique d’fune

Solution solide lorsgyge la quantité de phase solide est faible.

- 63 - 1




Jusions.

;”aotions A, sont, de toute évidence, hétérogénes.
constituants de A, forment des solutions solides & tous les
,@gés. Dans ces conditions, les courbes log S en fonction d?)i_
pent pas les zones de précipitation des divers constituants de
les montrent simplement qu'a un pH donné 1'influence de la
jonique sur les solubilités & 1'état pur des divers constituants
lle que le nombre total de molécules dans la phase solution
ﬁllorsqug)Laugmente jusqu'a une certaine valeur d?iL'a partir
uelle cette diminution devient trés faible. Une augmentation
-pour une force ionique donnée- a, de son cdté, commé effet un
hissemeht de la phase solution. A partir de pH 4;7, cet effet

e devenir nul. la variation de la constante apparente de Salting
ey en fonction du pH est le résultat de ces deux effets combinés.
duvelles hypothéses sont confirmées par la figure 15 qui

e8ente les courbes du type Hunitz-Northrop d'une fraction Al aux
2 et 4,7 et a4 force ioniciue variable. Les courbes sont en &fet
Btéristiques des solutions solides. De plus, le pH est la force
due agissent bien dans le sens indique ci-haut.

' méme figure montre clairement que les deux fractions Ay, qui

le précipitant de Chantrenne domnent des solubilités appremment
Y8ntes mais dont la valeur extrapolée variait de 12 & 4B/P./cm3g

- BA =



deux courbes de solubilité nettement différentes dans les
expérimentalesrz pH 3,5,#1,7, CH5O0H 20%. Ceci nous

de certifier que la d:fférence observée dans la "solubilité
plée" des deux fractions A, dans le précipitant de Chantrenne,

menifestation d'une le¢gére différence dans le degré d'hétérogé-

18 avons vu que le précipitamt de Chantrenne sélectionnait les

rents composants du ribonucléate brut en deux groupes de

1i1ité entre ces deux clusses de substances est nettement amoindrie
ficuliérement au pH 3,5 ainsi que les figures 16a-b relatives
différents nucléates bruis en témoignent. Par contre, ces diffé-

I8 systémes montrent une uélectivité mieilleure en ce qui concerne
Bubstances de solubilité trés faible. C'est ce qui nous a permis
mettre en évidence 1'hété1égénéité de la fraction A,. Signalons

€ Sujet que cette hétéroginéité ne peut &tre due 2 la présence

i

e certaine quantité de le. fraction B de Chantrenne & 1'état

%Puretév car il ne seralt évidemment pas possible de mettre cette




Hétérogénéité de prodults non fractionnés vis i vis
du précipitant (CHBOH 20 5. = n 1,7 - pH 3.5 )
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pluence du pH sur les conditions de fractionnement.

es systémes CH3OH-Na01, les solubilités des différents compo-

[ utilisé. Nous allons esseyer de voir 1'influence de cet effet
les conditions de fractionnement. Clest pourgquoi nous avons
-;ales variations de solubilité observées aux pH 3,5 et 4,7
{ﬁ_gﬂsoH 20%) quand, & une quantité fixe Ay, on ajoute des

itités croissantes de ¥B" (obtenu par chauffage de Al pendant

ntité Quantité de Quantité totale|Quantité Quantité de "B

"B" ajoutée soluble “totale Quantité de "Ef

soluble]

-{quantité

de "B" ajoutée)

PH 3,5
OJ‘R/cm3 28 fP/em’ 2%/*B/cm3 0
12,15 39,50 27:55 0,18
24,3 51,50 28,20 0,35
51,15 80 28,25 0,75
69 97,2 28,20 1,02
0 18 18 0.

12,15 30, 4 18,26 0,4
24,3 42,8 18,50 0,76
36,50 - 18,50 1,13
51,75 70,30 18,50 1,61
69 89 20 2,16
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jté Quentité de  Quantité Quantité totale Quantité de "B”

"BY ajoutée totale soluble moins Quantité de Al
soluble quantité de "BY

ajoutése
PH 4,7
|p /mz 0 / B/ c o 5 Gﬁ/ Cm3 5 ?’P/ cm’ 0
" 11,1 72,53 61,4 0,091
50 125 i 0,41
70 187,5 T1.5 0,57
100 180 80 0,80
140 225 85 1:15
0 44 44 , o
31,1 61,25 50,1 0,127
50 109 58,75 0,57
70 157,5 67,5 0,804
100 165 65 1+15
140 205 65 1.60
O 335 33 0
11,1 48,75 37,65 0,20
50 95 45 0,86
70 116,25 46,25 1,20
100 145 45 1:72
140 186,25 46,25 2,4
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]

Pgs avons tout d'arord examiné quelle €TaLT to Leprosoceoovi L

spique la plus significative.

i=

(x)

1°) S {solubilité totale) en fonction de F =

.

abus savons que la solubilité 54 du point d'appsrition de la phase

golide, et la solubilité Si de la partie de la courbe cowrespondant

B
a4 une quantité de phase solide infinie augmentent lorsque F=K augmente,

On peut montrer que, lorsque F varie de zéro a4 l'infini, S et S;
Ynitialement éganles & a tendent asymptotiquement (Sd étant & chaque
instant plus petit que S, ) vers a.c (solubilité de B).

tnt
Tes valeurs de S (quantité totale soluble) en fonction de B

Ay

renseignées dsns le tablesu précédent montrent un comporte-
ment similaire.
2°) S-B en fonection de F.
Nous avons vu également que le rapport i dans la phase solide
B
est inversément proportionnel & F. Il s'en suit que par application
de la loi de Raoult (page 30), le nombre de moles de A contenues
dans la pﬁge solution va en diminuant lorsque F augmente.

Si donc. pour chaque valeuc de "B" ajoutée & une quantité constante
s P q

de A,, on soustrait de la juantité soluble totale S (quantité de A,

(X) {Pc-uui_ ﬁm 11!5’&{’..1:('01\,1‘ ?.r(—-ﬂfﬁ‘ju b G- 31

= BB =




gble + quantlte de "B" restent en solution) 1la quentité de

2 § il (2] -
gjoutée, la valeur ainsi obtenue (S - "B ajouté) ira en dimi

nt lorsque -~3-- augmente,

‘ 1

figure 20 montre un comportement totalement différent. L'inter-
gtation n'est possible qu'en admettant un effet de solubilisation

s molécules de Al par des molécules "B". Ltintensité de cet effet

gpend du pt et diminue lorsque le pH deminue.
8 graphique 20 a été obtenu en dosant les produits solubles en

quantités pondérables alors que, dans le raisonnement théorique,

) B, a2, ¢, et S sont exprimés en mdles.

On peut toutefois montrer que la signification des résultats expé-

rimentaux n'en est pas affectée. En effet : (x)

a

Ie s _ npn o _ nnpn .
la relation entre LS B expérimental et LS B :}théorique eat

= WEH — U =Rt N _ Wi
[? B_[exper. P-M. B [k NA,sol. + N "B" sol. - N "B toﬁ]

avec k = —gf%iﬁ%u,> 1

; Eeel _ it = -~ ng
et NAysol. + N "B"sol. - N "B"tot, {:S B] théorique

= ng Hgu
De meme,la relation entre z=- exper. et

Al ‘' théor. est :

A

: npi
exper. = ' B" theor. x P'M" L
ﬂl Al P.M, Al

Hpn

(x) NA1 et N "B" = nombre de © oles de Ay et "B"



Variation expérimentale de S - “B“
o’ IV
en fonction de B,

précipitant : GHBOH 206 = p: I.7

b quantité totale soluble
lo moins
quantité de B ajoutée

[ 7 (O oH 4.7
- 0,55
: PR 3.5
68
-0.6
'*007 e 32
"
BH
Ay
-0.8 ' ; ' -
8 J 0.8 Y:2 1.6 2 2alp

fig. 20




P.M. UBh

s constantes P,M. "8" et P~ [modifient uniquement les
L] - 1

chelles des coordennées. On voit que pour un choix particulier

jtéchelles, les points expérimentaux sont supérieurs aux points

théoriques de [ﬁAlsol. x (k - 11‘ . Or comme nous venons de le

rolr, la valeur de NAlsol. diminue lorsque F augmente. Ia diminution
) ﬂBﬂ

ﬁ{? - "B"f en fonction de v est donc accentuée lorsque S, "B,

gt A, sont exprimés en quantités pondérables.

les graphiques 12 a-b gont relatifs & 1'influence de "B" sur la
.ﬁlu&ilité de Al dans le milieu de Chantrenne.
II'B"

la figure 12a montre que pour les faibles valeurs de — g *a solu-

b
bilité totale exprimée en quantités pondérables reste constente.
Il serait toutefois hasardeux de conclure & une diminution de la
80lubilité de A, par “B". En effet, on peut montrer que :

g%mper = P,M. "B" x [F NA;sol. + N "B" SOlJ

fvec k = T > 1 et[NAjsol. + N "B" sol.]= § theor.
n o I!B" ) "BI‘I P.M H'Bll‘
Je méme : AT exper. =’ —— theor. x =5

1 1 L] L] l

88 points expérimentaux sont également supérieurs aux points

= 70 -



héoriques d'une valeur égale a [ﬁAlsol. x (k - l!] . Or, l\mlsoln

iR =11
iminue lorsque g
' 1

= QN - 3
fl-sol. x (k - 1{1 pour *g_ = 0, moinslNA sol:. x (k - l{J pour
i 1 1 L 1

augmente. Il pourralt done ge faire que

= 0,30 compense 1taugmentation correspondante de S théorique.

Au contraire, la figure 124 montre clairement que la solubilité de

M
A, eugmente lorsque . 7

est supérieur & 0,50,
3

;ﬁ‘anctionnement de la fraction A

1~

D'aprés la discussion qui précédde, il semble qufen principe, il

;at préférable de travalller a pH 3,5. En effet, l'action solubili-

sante de "B" est moins intense & ce pH qu'a des PH plus éievés,

De plus, le systéﬁestjoH 20%, NaCl 1,7 pH 3,5, semble ne pas

eXercer d'action dégr&dante, car nous n'avons pas constaté d'aug-

mentation de solubilité méme aprés 72 heures de contact.

(x)

Par fractionnements répétés a l'aide de ce milieu, effectués dansg

des conditions expérimentales ldentiques & celles adoptées pour le

tracé des courbes de solubilité, nous avons obtenu une fraction



a'y de solubilité constante & partir d'une concentration totale
dtenviron lOB/P/cmE et de "solubilité extrapolée" égale & SB'P./cmB
environ {(figures 2la-b-c) (x)

Toutefois, cette faible solubilité ne permet pas & nouveau de tracer
une courbe compléte de solabilité. Ce nouveau précipitant présente,
4 ce point de vue, le méme inconvénilent que celui de Chentrenne,
Or, nous ﬂ§3posions avec ce milieu, de la possibilité de modifiexr
deux facteurs ;p_et le pourcentage en méthanol. Nous avons donc
cherché a modifier ces variables de fagon a augmenter la solubilité
de A'1, I1 résulte de ces egsais qu'il est impossible d'isoler une
fraction de solubilité constante dans tous les milieux é&tudiés.

En effet, si nous analysons cette fraction Ael en tragant les

courbes de solubilité 4 force ionique constante (1,7) mais en modi-

fiant pour chaque courbe la concentration en méthanol (20 & 0%),

LY

(X ) L'obtention de cette fraction A“l a un haut degré de pureté
apparent est pénible. Mais nous avons pu simplifier le procédé en
- Introduisant le précipitant graduellement dans le solution de nu-
cléate par dialyse (voir rartie expérimentale) .

- TP -




Fractionnement de AI - Obtention de A'I

précipitant CHBOH 20 % = n I.7 = pH 3.5
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flous obtenons la série de courbes de 1a figure 22a. De méme, en

conservant cette fois 1lg concentration en méthanol constante, mais

en modifiant la force ionique apparente de 1,7 & 0,3, nous obtenons

4 nouveau une série de courbes révélant une hétérogénéité manifeste

]
de cette fraction A 1 ( figure 22b ). De plus, on observera

1'insolubilité presque totale dins ces différents milieux lorsque

l'on descend aux trés faibles quantités de phase solide.

Remarqu "

Signalons pour terminer que nous avons essayé encore d'autres systé-

mes solvant-précipitant. Le seul examen des courbes de solubilité

obtenues ou une étude plus poussée des conditions d%fractionnement

offertes par chacun de ces systémes, sont chaque fois caractéristi-

ques d'une solution solide. Cfest ainsi que nous avons examiné 1l'effet

de Salting Out par MgSO4 saturé ou demi-saturé sur la fraction A

1

4 différents pH (pH 3,1 ; + mmpon glycinequso4 ; PH 3,5 : tampon

acétate ; pH 4,7 : tampon acétate ; pH 7,3 tampon phosjyhate ).

Nous donnons dans 1le¢ graphique 22¢ les courbes relatives au tam-

pon acétate pH 3,5, Les autres courbes sont tout & fait similaires

et nous avons remarqué que l'influence du pH sur la solubilité de 1la
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action A'l est cette fois trés minime. Ctest ainsi que pour une

oncentration totale de lSOJP./cmB nous obtenons, en employant comme

récipitant le MgSO4 demi-saturé, les solubilités suivantes

pH ‘tampon P.sol.eny /cm3
M {
3,1 glyc ine-'H2so 4 0,05 17
35 acétate 0,05 29
4,7 acétate 0,05 23
r § phosphate 0,05 25

fnfin, le comportement de A'l est également identique dans d'autres
milieux : " Electrolytes - solvants organiques " de natures diffé-

rentes ( Electrolytes : NaGl-MgSO4-phosphate ; solvants organiques :

9 o

mé thanol-éthanol~dioxane ‘.

w Pd =




IV. CONCLUSTONS.

1°) L*hétérogénéité diLribonucléate brut et des différentes fractions
obtenues se manifeste par des courbes de solubilité caractéristi-
‘ques des solutions solides, dans un grand nombre de systémes sol-
vant-préecipitant de nature et de pH trés variables,

2°) Nous avons montré la nature des écarts 4 1ls loi de Raoult que
l'une de ces fractions présentait dans guelques uns de ces systémes.
Les interactions entre les différentes espéce:r noléouleires aux-
quelles ces écarts sont dus, sont d'autant moins importantesrque le
PH est faible.

3°) Nous avons pratiqué différents fractionnements en opérant tou-
Jours aux fainles guantités de phase solide, On isole chaque fois

une substance de solubilité +tres Tfaible et donc apparemment constante
‘en fonetion de 1g quantité de phase solide présente. Dés que l'on
dugmente cette solubilité en modifiant un des paramédtres dy systénme,

On met en évidence 1'hétérogénéité de 1a fraction. Il est done

Vraisemblable que l'acide ribonucléique de levure est polydispersé




tout au moins lorsque cette substance a été isolée 4 partir de ce

microorganisme par la soude.

Nous avons maintenant & vérifier cette hypothése :

1) en élaborant tout d'abord une méthode pratique de fractionnement

qui permette d'obtenir des fractions differentes en quantités suffi-

gsantes et

2) en déterminant ensuite la nature de cette polydispersité éventuelle.

lw
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y. TECHNIQUES EXTERIMENTALES.

i S i AR i S S e s s et s i S S el S s e s e e
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A. Courbes de solubilité.

1°) Les modifications suivantes ont été approtées & la technique
duivie par Chantrenne pour 1l'établissement des courbes de solubili-
t6 &4 1l'aide de son milieu (HAc-acétone). Tous les tubes ol s'effectue
la précipitation de gquantités variables d'acide nﬁcléique, sont
paintenus strictement & le température de 0°c afeme pendent la cen-
trifugation & 3000 tours/minute. Les tubes d'une capacité de 10 om3
gont fixés dans les larges godets (500 cm3) d'une grosse centri-
fuge 2 angle, a l'aide d'un support constitué de deux disques dé-
goupés en croix et soudés & un tube d'un diamétre légérement supé-
rieur & celui des tubes & centrifuger. L'espace vide est rempli de
.glace. |

Le dosage du phosphore aprés minéralisation se fait par le réactif
sulfobolybdique (41) sur une prise d'essai contenant de 5 & SOX'P.

A la prise d'essal on ajoute 1 cm3 de réactif sulfomolybdique, 2 cm2
de réactif de sulfite-hydroquinone et on compléte & 10 cm3.

Aprés 30 minutes de contact, on évalue la coloration bleue au spec-

trophotométre de Beckman (640 q}L) (x)

(x) Composition des réactifs : 1) réactif sulfomolybdique :25 grs de
molybdate sodique sont dissous dans 300 cm3 dfeau. On ajoute
75 em3 d'acide sulfurique pour analyse. On compléte & 500 cm3
avec de l'eaun. Ce réactif peut™oonserver plusieurs mois en gla-

clére 3 2) réactif sulfite-hydroquinone :
On dissout 10 grs de sulfite de soude et 0,5 grs d'hydroquinone
dans de l'eau, et on compléte & 100 cm3. Ce réactif doit . Ztne

prépare extemporanément.
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2°) Les caractéristiques des précipitants a4 force ionique et pour-
gentage en méthanol variables, se rapportent au volume final : quatre
volumes du précipitent + 1 volume de la solution de nucléate 3 pré-

eipiter. La force ionique est donc apparente puigque nous ne tenons
pas compte de l'influence du méthanol sur 1l'ionisation des sels.
;Les teneurs en P. total et soluble sont également exprimées enX
@ar cm3 de volume final. Dans ce svsystéme, les pH renseignés sont
ceux que dommerait un tampon acide acétique-acétate de sodiuq}i_o,lo
g¢tabli d'aprés le monogramme de Boyd (42) pour un volume d'eatiégal
'é la somme des volumes : précipltant + solution de nucléate.
Clest ainsi que le précipitant "pH 3,55u_l,7, CHBOH 20% " est préparé
de la fagon suivante : dans un flacon jaugé de 500 cm3, on introdult
125 cm3 de méthanol, 58,45 grs de NaCl, 15,6 cm3 dfacétate sodique
4 M, 81,25 cm3 d'acide acétique 10 M et on compléte & 500 cm3.
la courbe de solubilité est établie de la maniére suibante : dans
une série de tubes contenant tous 2 cm3 de préecipitant refroidiia
.O°Cs on ajoute 0,5 cm3 d'une solution de nucléate de concentration
graduellement décroissante, On laisse &n contact & 0°C jusqu'a flocu-
lation compléte (environ 90 minutes pour des échantillons assez ho-
mogénes et 12 heures pour des échantillons bruts). On centrifuge a
0°C et on dose dans le liquide surnageant le nucléate soluble spec-
trophotométriquement & 1'appateil de Beckman (258um) (43) (x)
Signalons que pour éviter les erreurs de dilution, nous déterminons
également analytiquement le P. total pour chacun des points de la
Courbe de solubilité.
(x) La présence d'acétone dans le précipitant de Chantrenne rend cette
méthode intiiilisable lorsque la précipitation a été effectude a

L'aide de ce milieu.

\
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dus avons en effet vérifié que le nucléate Swartz, une fraction Al
p une fraction "B" présentaient tous un maximum d'absorption &
58 qumais un coefficient d'absorption légérement différent

figure 25a). Les courbes d'étalonnage ont été établies & 1'aide

g ces échantillons (Tfigure 23b) ; mais les résultats analytiques
ont donnés en fonction de la courbe relative & la fraction A, .

tes courbes de solubilité du graphique 16b ont toutefois été établies
n se rapportanf 4 la courbe d'étalonnage donnée par le nucléate
Swarts.

Remeggue: Les courbes de solubilité établies par le sulfate de ma-
gnésium ont été faites dans les conditions suivantes : le solution
saturée de sulfate de magnesium est préparée & 25°C et amenée & un
pH apparent de 3,5 par addition d'un peu d'acide sulfurique dilue.
A 2 volumes de ce précipitant éventuellement dilué une fols par un
égal volume d'eau (pH 3,5), on ajoute un volume de solution de
nucléate tamponnée a pH 3,5 par le mélange HAc-Na Ac de force ioni-
que 0,05. la température est toujours de 0°C. Les essals renseignés
- aux autres pH ont été réalisés de fagon semblable. Le précipitant
et la solution de nucléate & précipiter sont tamponnés chacun de

leur c6té an pH désiré.

B. Fractionnement.

Les pi#écipitations préparatives se font dans des conditions iden-
tiques & celles de 1l'établissement des courbes de solubilité, soit
avec le précipitant de Ohantrenne (obtention de Al) soit avec le
nouveau précipitent (wméthanol, HAc-Na Ac- NaCl).

Dans le dernier cas, on ajoute un volume de solution de la fraction
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ou de nucléate brut déproténéisé en concentration convenable,
giQuatre volumes de précipitant refroidi & 0°C.
Dans le cas du nucléate brut, on choisit arbitrairement une concen-
tration de 300 & 2&33@%/cm3 pour la premiére et la deuxiédme pré-
pipitations. Pour les précipitations ultérieures et dans le cas du
fractionnement du prodult Al la concentration correspond & une con-
centration en phosphore par cm’ inférieure aux concen-
trations pour lesquelles la variation de la solubilité, dans la
gourbe de solubilité correspondante, est faible.
C'st ainsi que la Traction A'l a été obtenue par quatre précipite-
%ibns succesgives, utilisant chaque fois un volume de nucléate et

j
gquatre volumes de mélange méthanol 20%, pH S,Svu 1,7U a4 0°C.
i

le précipité obtenu aprés la premiére précipitation est centrifu-

gé et remis en solution dans 1l'eau. Sans se préoccuper d'une légére

opalescence (x), le produit obtenu, aprés la deuxiéme précipitation,
de. §phuboiled

donne une courbevniatablement plus aplatie.

les deux derniéres précipitations se font par équilibrage au travers

d'une membrane de cellophane. La solution de nucléate est enfermée

dans un sac de cellophane que l'on plonge dans le méme volume de

précipitant que si lton effectuait la précipitation par mélange.

L'équilibrage est toujours réalisé i 0°C.

la floculation s'amorce raridement et 1'équilibre est généralement

(x) Ce mélange est inteprétable par les courbes 22 a-b. Le faible
pourcentage de méthanol et ¢ 'électrolytes dont le précipité

est imprégné donne un wilieu solvant-précipitant ou la solubi-
lité n'est pas totale.




gtteint aprés 5 heures. On centrifuge le contenu du sac de cello-
phane, le culot est remis en solution dans l'eau et la solution
thenue est soumise a4 un deuxiéme équilibrage.

Nous n'avons jamais constaté dle passage de phosphore minéralisafle
dens le liquide extérieur.

Le prodult ainsi obtvenu donne une courbe identique ou trés semblable
a celle représentée dans la figure 2lc.

1» OB obtient

aprés deux précipitations 52°0005f de phosphore’ et aprés les deux

A partir de 97000 E’de phosphore d‘'une fraction A
7

équilibrages, on obtient finslement 35,0003/ de phosphore de la frac-

tion A'l, Lfobtention de la fraction A‘l altétat sec a été faite par

congélation de la solution du nucléate et évaporation de l'eau

sous vide. En effet, si & un¢ 30lution aqueuse d'une fraction A‘l

de solubilité pratiquement constante, on ajoute un égal valume

d'éthanol, le prodult obtenu aprés lavage & l'akcool et séchage sous

vide présente une solubilité légérement supérieure. C'est pourquoi

aprés avoir remis le dernier culot en solution dans le minimum d'eau}

on dialyse 24 heures contre de l'eau distillée & 4°C. ILa solution

dialysée est congelée et évaporée sous vide. lLe produit obtenu est

rapldement soluble dans l'eau en donnant un pH acide de 3,5-4.

51 1l'on désire un échantillon donnant & l'eau un pH moins acide,

on met le dernier culot en solution dans un tampon phosphate pH 7,}L_

0,05. On diaslyse, congéle, et séche. Le produit ainsi obtenu est

extrémement léger, parfailtement blanc, d'aspect floconneux et nacré

et donne des solutions aqueuses de pH % 6.
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CHAPITRE IV.
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FPRACTIONNEMENT DE T.'ACIDE RIBONUCLEIQUE.

(EXTRACTION FRACTIONNEE).
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e T

poctionnemsnt d'une substance polydisperse dont les divers

stituants forment des solutions solides présentant des écarts

@tagg‘é la loi de Raoultest un probléme trés complexe.

théorie du fractionmnement des polyméres amorphes (voit thése

L,0th) (44) a &té établie thermodynamiquement par Schulz (45)

pord et élargie ensuite par Huggins (46), FPlory (47) et Scott (48).
principe de la méthode est le suivant: si & une solution d'un
gymére constitué dtespéces macromoléculaires de degré de poly-

pisation différeni . on ajoute un non solvant, il existe une

volume du précipitant
volume total

leur critique du rapport A/r- pour lequel
Systéme se sépare en deux phases: une phase solution et une
i8¢ solide qui dams ce cas est une phase gel typique.

nous avons vu page 36que la répartition du polymére dans les
IX phases est fonction du poids moléculaire; le coefficient de
rtage est tel que le précipité est plus riche en espécesde haut
lds moléculaire (espécespen soluble). Aprés séparation de cette

186 solide, on ajoute & nouveau un certaine quantité de non solvant

Tacon & atteindre leaf critique correspondant & la nouvelle
5 B =



gribution,

gst & remarguer que la 7aleur(MA?fcritique ne correspond pas
critique de 1'espéce noléculaire de poids moléculaire le plus
evé. Reppelons que leé/ critique relatif & une espdce moléculaire
terminée est la valeur do Jﬁmur laguelle la valeur correspondante

?ifdans la formule: .
A’F‘:-—[RTV +RT(§T:§)\/2?; (ven ,wae.ﬂ)

roduit 1tapparition d'un /\F minimum (x).

gcpntraireyihag’critique pour un systéme polydisperse dépend de

8 courbe de distribution de ce systéme,:j critique étant proportion-
el & une grandsur légérement supérieur 4 la moyenne en poids du
poids moléculaire (49). Les espéces de faible poids moléculaire
gugmentent donc légérement la solwbilité des espéces de poids

moléculaire élevé,

des courbes de distribution se chevauchant considérablement.

Il est évident que cet effes sera beaucoup plus intense si la valeur
*dezrtxritique augmente anornalement per sulte d!'intersctions molécu-
laires intenses sembégbles ¢, celles que nous avons mis en évidence

dans le cas de l'acide ribonucléique.

(%) 5 it o ok, Ak d cutont [rlus gy _ v Guet, pTM. ot fm‘ﬁ—& ;

Un voit que les fractions ootenunes par cette méthode doivent présenter



ot pourquol nous avons utilisé la méthode d!extraction fractionnée

yjnée par V.Desreux (50-51-52).
jpolymére est dispersé sur une substance inerte et équilibré par

nt le pouvoir solvant

o série de systémes solvant-précipitant do

i tielement tras faible va en augmentant (185/ des liquides extrac-

gurs varie de 1 4 0). Le coefficient de partage entre les deux phases

Hétoblit donc en faveur diun enrichissement de la phase solution

n molécules dtabord trés solubles (Bfiél) puis progressivement de

moins en moins solubles.

0e procédé présente 1'avantage dtéliminer les molécules solubles

et par conséqueny, tend 4 supprimer les causes de perturbation.

Remarquons de plus que loos de 1fécoulement des liquides extrac-

]
teurs sur la phase solide oﬁkobt&ent vraisemblablement pas 1'équili-

bre entre les deux phases. La vitesse de diffusion joue ainsi un

r8le important dans le fractionmement. La vitesse de diffusion étant

plus grande pour les molécules de faible poids moléculaire, il s'en

suit un enrichissement meilleur en molécules solubles dans la phase

golution.
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) TLLINLQU?S EXPBRIMENTAEES.

s substance inerte que nous avons utilisée est du sable lavé et
galciné, moulu et temisé & 100 meshs. Aprés ce traitement, nous

le relavons & l'eaun additiommée de détergent, puis abondamment

4 1'esu distillée, et enfin & l'alcool. Pour disperser le nucléate,
on dissout une certaine quantité de celui-ci dans un minimum d'sau.
ég solution obtenue est versée sur la quantité voulue de sable

sec. On homogénéise an mortier. Enfin le sable est é tendu en mince

de la dispersion en prélévant des parties adéquates de sable que

1'on met en suspension dars un volume d'ean connu. On mesure

portions dans une colonne en verre thermostatiséegé la partie
inférieure de laquelle on a soudé un fif?%n verre poreux. Apraés
‘chague addition de sable cn ajoute quelques cm3 de précipitant
refroidi & la température de 1l'extraction, et on chasse les bulles

dfair.

A. Systéme discontinu.

Lorsque toute la quantité de sable est ajoutée, on relie la partie
supérieure de la colonne, au moyen dfun robinet & trois voies; &
une ampoule & décanter serxzant & contenir les différents liquides
extracteurs. On laisse couler chacun de ceux-ci & une vitesse
suffisamment faible que l'on régle au moyen d'un robinet & fuite

soudé & la base de la colonne.

\ —86-

couche et séché dans un courant d'air froid. On vérifie 1l'homogénéité

l{absorption & 258 mjL . Le sable ainsi préparé est versé par petites

On recueille la phase solustion correspondant & un.X'donné et on suilt




|
ndtre le variation de 1a solubilité en fonction du N

o trophoto
est devenue trds faible, on

> 4coulé. Torsgue 1a solubilité

_llamploule A décanter et on 1la remplit & nouvesau du systéme

Férieur . |
bes d'extraction est réalisé en portant la somme |
I

pacé des cour

Y , celui-ci variant de 1

‘curcentages extraits en fonction du

gipitant pur) & O (solvant pur) .

evstéme continu.
: . Il

s 1'appareil dtextraction fractionnée analytique imaginé par |
|‘

Jesreux, 1'ampoule & aécanter de llappareil précédemment déerit I

+ & homogénéiser des volumes continuellement décrolssants de |

ntinuellement cpoissants de solvant. Cette ampoule |

gcipitant et co

t en effet reliée 4 un systéme dtalimentation constitué de deux

Qindres & 1l'intérieur desjuels est suspendu un céne dont la base

it fixée & la partie supérieure du cylindre contenant le solvant,

§ & 1la partie in%érieure d1 cylindre contensnt le précipitant.

 veriation du X’ en fonction du niveau des liquides dens les

ylindres, ou en fonction d2 volume total écoulé est repésentée{iang

la figure 24. La nature dn précipitant utilisé pour cet étalonnage

est: CH3OH 40%i/U_1,5-{NaGl); pH 3,5 (acétate/ji.O,lO)a Le solvan?®
gst un tempon pH 3,5 /LLO,LO,.

Llemploi de cette méthode paie toutefois un probléme d'application

trés délicat. Il faut en efife®, que malgré la variation continue

des extracteurs, 1'élimination des espéces moléculaires de

8olubilité élevée pulsse ete assurée. Nous verrons que cetbe

condition n'est pas réalisée. La méthode dtextraction @i systéme

continu, ne doit &tre considérée que comme un essai dtorientation.

A ce point de vue elle donnc: des renseignements tres précieux.




Variation du X dahs le procédé
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, RESULTATS EXPERIMENTAUX .
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Le graphique 25 donne 1'allure de la courbe d'extraction lobrsque

celle-ci est réalisée dans les conditions suivantes:
taux de dispersion du nucléate: 0,5 grs. pour 100 grs. de seble.
précipitant: CH30H 40%,/&L_(Na01) 1,45 tampon acétate pH %,5 0,10

_golvant? tempon scétate pH 3,5}”1_0510a |

Eempérature:lO%C.
vitesse dfécoulement: 100 cm5 en 130 minutes. \

100 cm3 en 50 minutes.

fin d'extraction en systéme conivinu: 8/(),15 {(voir courbe d“étalonnage).{
|

Aprés extraction, on fait passer du solvant sur la colomne jusquia

ce que la solubilité soit devenue guffisamment faible. Le résidu

de 1'extraction est enfin retiré de la colonne et mis en suspension

dans 100 cm3 du tampon pH 3,5. Aprés 12 heures de contact en chambre

froide, la solubilité est de 2 & 3 5/ P./cmB. Nous constatons donc
un déficit en nucléate extrait de l'ordre de 40%. Ce résultat est

compatible ai%g une courbdsde solubilité du chapitre IV. Il est en
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pet Logique d'admettre que la fraction Ai fractionnée jusqu'é

ogénéité_apparente dans le systéme CHBOH 0%}L 1,7 pBE 3,5

figure 22a)manifeste A nouveau son hétérogénéité dans le méne

gtéme ol la force ionique serait réduite & celle du tampon acétate.
paginons un dernier fractiomement dan ce systéme CH3OH 0‘,’; P 5.5
0,10. On arrive ainsi & concevolir l;existence d fune fraction
insoluble dans 1 ean & pH 3%,5.

rendement en fraction insoluble & pH 3;5 dépend de la vitesse
d16coulement lors de 1'extraction. Or la figure 25 montre qu'a X
0,15, la ): % extralt est pratiquement le_méme (25%) et il est évi@ent
que les phases solides aprés extraction -en quantité pé)lﬂél’&l%él;fe
_presqu‘identiqueQ doivent présenter une composition &sse? semblable.
11 faut donc en conclure ghune faible varietion dans la composition
a une profonde répercussion sur la solubilité.

Nous avons vérifié cette hypothésepar d'autres fait expérimenBux:

a) Aprés extraction continue de K 1a z.ro,s et vérification de
1'insolubilité du résidu dans le systéme X 0,5; le pourcentage
de produit extrait s'éléve & 12 enviror . 51 parcontre; on extrait

directement le nucléate brut & ce 3/ 0,5 jusqu'a ce que la solubilité
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fxtraction continue & pH 3.5

précipitant : CHBOH s LOL - 1t I.5 - pH : 345
solvant : CH,O0H : 0/ -u: 0T «pHz: 3.5

taux de dispersion : 0.5gr/I00grs de sable

: |
v §. extralt
60
; ~ OO
&) e L, 7
' P i
| A
40 | —~
! s
% V'
; - 37
20 : ; ﬁ,o“ﬁ;L
e I )
r—-"of/OIJ
’ ,J;-ﬁ““”'hf | § em’ de solvant
I 0.8 0.6 Oolk 0.2 600 1200 1800
fig. 25

. . 100 cc en 50 minutes
o.+ I00 ec en 130 minutes
© : extraction directe a X Ds5




e 1a phese solution soit trés faible, on extrait environs 50% du né-

yléate mis en oeuvre. {(figure 25)

Jae courbe (O de la figure 26 est rélative & l'extraction continue ‘

4 15°C au moyen d‘un systeme solvant-précipitant de hature suivantej
précipitant: CH,OH 40%11, Y(NaCl); pH 3,510,10
solvant: I 1, §{NaC1) ; P 3,5/14 0,10,

Ia courbe @ de la méme figure ast relative &

1'extraction continue dans des conditions indetiques, excepté que la

température est de 4°C. On constate. done:

Y 7 Yextrait

4°C 15°C
0,30 1 |
0,15 4 10

Or, si aprés extraction continue a 4°C jusqu'é X 0;_30, on é€léve ensui-
te la température & 15°C, on constate qulen fin d'extraction ({‘r{),lﬁ)
37% di. aucléate sont extraits.

D'.:i, méme, si on commence l'extraction & 15°C auXO,BZ’, on constate
qu‘au X 0,15; 47% du nucléate sont extrais.

Q" Nous avons essayé de solubilisetpar extraction & pH 7 ( tampon
phosphatca}.LO;lO) les régidus des différentes extractions terminées

a desX divers, (0,5-0,2-0,0).
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Influence de la composition de la phase solide
sur la solubilité

précipitant : CHBOH s 405 = n : I.5 = pH : 3.3
solvant : GHBOH : 0. -1u s I.5~pH : 3.5
taux de dispersion : 0.5 gr/IO00 grs de sable

i =
T ¢ extrait
LO
30 J
20 e
20 ' - — P
. DQ_,C}-
,»()“"u/ o 6
\__,_,.-—H(:) i E o e _,;;"
I 0.8 0.6 * Qly 0.2 fig. 26
o 3 I5° C
® » 4* ©

:+ I5° C de ¥ 0.3 a X D15
I5° C - début de l'extraction a X 0:32

ae




lextraction est conduite de la fagon habituelle & 10°C en ubilisant

tobord un systeme solvant-précipitant ou le précipitant a la compo-

bition habituelle et ol 1l¢ solvent correspond auX choisi de fin
qtextraction (0,5 ou 0,2). On recommence ensuite une seoonk extrec-
gion en utilisant un systeme solvent-précipiteant, tel que, pour un

piveau de 20 cm dans le systéme d'alimentation en milien extracteur,

._e\({ du mélange résultant soi®t 185’ choisi (0,5 ou 0,2). Pour
J'obtention df{un bon rendement en nucléate insoluble dans 1teau

g pH 3,9, nous avons effectué successivement 3 extractions continues
avec comme précipitant respectivenent é‘l 1- X"OFS abé}/o,z, le solvent

étant chagque fois de l'ear & pH 3,5,

Aprds extraction, on retirs le contenu de 1z colonne et on le lave
en chambre froide plusieurs fols par lOOcm3 du[‘{ choisi fusqu'a ce
gue 1la solubilité devienne minimum, On extrait ensuite a plusieufs
reprises par un tampon pho sphate pH 7:,.),:.,.0;.{.0s

Les résultats sont consignés dans le graphique 27. Le pourcentage
insoluble & pH 7 eat obtenu en sovstrayant de 100 la somme du
pourcentage extrait au K choisi et @ pourcentege supplémentaire
extrait par action ultérieure du pH 7.

Llobtenticn d'un résidu insoluble & pH 7 est prévisible gréce au




Obtention de résidus insolubles & pH 7

“
Iu
80
i+
~
60 -
\\\
\l\\\..—--\
2
@il A
L
. ‘-,/ \.“.
I F K
4 ‘ﬁ._‘/ L)
20 fpy ]
b
0.l 0.2 0 fig. 27
@ : % extrait & un Y déterming
O : - supplémentaire extrait par

tampon pH 7
insoluble a pH 7

L
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rtement de la fraction A:'L obtenue par précipitation fractiomée

gmen’t 4 pH 3,5. Nous avons signalé page ’f; que la solubilité de

je fraction en présence de 1!-‘15{:.';0‘;L concentré variait trés peu en

etion du pH. 11 n'en reste pas moins vrai que cette insolubilité

g7 est trés peu compatible avec la structure chimique général e~

+ admise des acldes mucléiques, Ceax-ci renf erment en effet un

and nombre de fonctions jonisables et de groupes hydrophiles.

est parrqhoi nous craignons qu'd ce pH 3,5, le fractionnement

jsccompagne de transformations jrréversibles dans la structure chi-mi

ye. Nous verrons plus loin comment 1'analyse chromatographique nous

| permis de vérifier cette hypothése.

-}. Extractions & pH 5,5.

T
iL° Extractiong systéme disconbinu.

I'influence énorme qu'une légére 44 ff érence decomposition emerce sur

la solubilité doit encore &tre sugnentée & ce pH. Les essais dtaxtrac-

continu représentés dans la figure 28

‘01’1.}
nous g confirmé cette

tion en systéme

ot sur leswugels mous reviendrons,

hypothése.



Extraction & pH 5.5

100 ;?
[ % extrait | _ /i
£
'
i/
(29 i
\r’ f
80 i ] \
i
v |
{ '__, 7 ]
7 !
! |
ﬂ'fl 3 ]
60 : il 1
b X
= ;
,"}L‘ .‘./" ;
o f
LO . j}——~
4 { 'j |
20 ...’. ’,}j
i P
#
ey ik}"j
3 ; . L
| | 60
LAy o QO ¥
O ] 8 D L] 6 0 o l+ 0 o 2 O
fig. 28

@ : systéme discontinu
. systime continu : 40 gouttes/min.

systéme continu : 20 gouttes/min.

jnu volume triovle de liquide extracteur

4,0 gouttes/min.
. second tour de fractionnement

: systéme cont
de y I a KO.éé:

: systéme discontinu :
réalisé sur la [

raction K 0,0

Y
(W




he svons done réalisé wne extraction en systéme discontinu ~qui eyt
s seule méthode suscepbible d'opérer un fractionnement rentable- dens

es conditions expérimentales suivantes:
taux de dispersion du pucléate: 15 grs. pour 1000grs. de sable.
préc ipitant: CHOH 40%, /LL.. (NaCl) 1,4, tempon acétate PH 5,5)}_0,10.

solvant; tampon acétate pH 5,5 ,}A_ 0,10.

vitesse @ !écoubment 10 & 20 goubttes par minute.

Ja quantité de nucléate brl.t et 1'intervalle entre 2 B/ successifs

ont 6té choisis de fagon 3 obtenir une dizaine de fractions en quanti-
+6 suffisante pour permettie des déterminations physico~-chimiques.

s, {'wﬁmaﬂm

Te rendementYest donné page .

Ta concentration en nuéléa‘;e soluble dans chague systéme extractenr

est de 100 & 1505 1?‘,/01::13 su début de chague extraction;, puis diminue
lentement en fonction du volume écoulé et tend asympyotiquement vers Qs
Iorsque', apres passage au travers de la colomne, e 1ligaile extrac-
tenr ne renferme plus que 23051?,/01:13 environ  on arrété l'extrac-

tion & ce 2{ et on passe & la suivente. On obteint ainsi 2,5 & 3 1.

dont 1a concentration en micléate est suffisante pour assurer une bon-

ne précipitation par 1talcool. Les fractions ainsi obtenues sont elmaa«u_u
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nt &té extraites. Pour obtenir la fraction

;.13'5/ auquel elles o

10,0 (solvant pur) on retire le contenu de la colomne aprés

Y 0,13 on lave le gable & plusieurs reprises

wtraction par le ¥

/1

<

ar de petites guentités d'eau. 1,'extraction ainsi réalisée dure un

et 1la somne des ligquides extractenrs de

otal de 30 jours environ

différents est d'une tréntaine de litres. Ia courbe dte sbraction

est représnetée dans la figure 28 yar la coarbe @ .

dormons dens les chapitres V et vI l'amalys e des fractions

nation du poids moléculaire de chaque fraction

obtenues. La détemni
est réalisée par aiffusion browniemne et vitesse de sédimentation.

Comme nous le verrons, la fractionblo,o donne dan s un tampon

acétate p H 5,5)1 0,10

6 a i |
Dogtr Pm - 5.055 89~ 4,20

Signalons que 1a constante de diffusion est déteminée par la

méthode rgurface-ordonnée meximam@. On obtiént une moyeune se

rappwochant de la moyenne en nombre. Par contre, sgo

en poids.

oo RBxtraction en systéme conbinu.

= 94 -
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Exiraction en systéme continu. ‘

d Tes courbes = b cde la figure 28 obtenues par extraction

ntinve {toute autre condition &tant identique) montrent une fois

e plus gu'wme faible variation dans la composition de

a phase solide influence énormément la solubili té totale. C'ast

insi gue de X l1a J/ 0,8 l'enrichissement de la phase solide sn

©0lé cules insolubles étant considérablement moindre que par extrac-
fion Gontinue, la différencs de composition devient telle que pour
BSX suivants, la 2 % extrait augmente trés rapidement. La coinci-
dence des courbes d‘fextraction dans un certain domaine de B’ ne signi-
fie nullement une identité de composition de phases. C'est ainsi

gue les fractions X 0,0 correspondant A&

0

0 N
850~

la courbe . donne D, 405, et & la courbe

= 9,2 et
,doome " " = T7.,5 et " o= 4,30,

Fous pouvons voir que si les constantes sgo (moyement poids) des
-Etrqis fractions X@,O se revrouvent a 5% prés, les constantes de

diffusion su contraire (moycnne 24 en nombre) sont notablement plus

8levéas Asne 1ag deny Aerniers cas.



) Enfin la courbe ;| montre que la brusque variastion dei% extrait

$ partir de Y 0,8 dans les courbes (' et ) est réellement due a la
p

résence dans la phase solide d'espéces moléculaires de solubilité

Pt

tlevée gqui en systeme dtextraction discontinue, sont extraites ded 1

XO,B. En effet, si l'on recommence une nouvelle extraction en
gystéme continu en utilisant d'abord chme précipitant le précipitant
habituel et un solvent deJO,S, 1l'extraction jusque X 0,7 néoessite
le passage d'un volume triple de liquide extracteur. Ltextraction
'auxb/ inférieurs & 0,7 & été continuée par la méthode habituelle.
Dans ces conditions, on voit que les coulrbes { et = sont treés
vqisines deX 1 éX 0,8. Il y a §onc lien de penser que les phases
solides correspondantes sont trés semblables. Aussi, en 1l'absence

de ltaction solubilisante des fractions de solubilité élevée, la cour-
be restei . & partir deb’ 0,8/ presque paralléle & 1'abscisse
 dans le domaine de K ol précisément les courbes et . témoignent

dtune brusque augmentation de la solubilité totale.

3° Remarques.

a) Ia fraction 6/ 0,0 a 6t refractionnée en systéme discontinu &

. GE



et avec un taux de

ge des mémes milieux solvant-précipitan®

ersion de 0,5 grs. pour 100 grs. de sable (courbe (Cde la figure

¥

. Blle donne

,, On obteint ainsi une fraction dénomméeef 0,0"

s et D les valeurs suivantes:

0 - 7 0 A‘ = 4,%‘
Bop = 070 Tag” "

B/0,0 (systéme continu et discontinu) et particulié-

| 1es fractions

présentent ume action dispersante intense.

ment la fraction X 0,0*

g sable utilisé est goigneusement lavé, Durant le cours de l1ltextrac-

e liquies extracteurs sortent de la colonne

fion, plusieurs litres d

parfaitement claird. mout efois, si aprés extrmction jaegue X 0,1,0n

fait paesser de 1teau ou du tampon pH 5,5 sur 1la colonre , cesS solvants

Ces solutions aqueuses nese

enr essortent complétement troubles.

clarifient qu'impar:t‘aitement sur filtre Seitz, et une centrifugation

e donne pas de clarificatiob

4 12.000 tours minute pendant une heure n

compléte. Apres pprécipitation 3 1'alcodl, la fraction obtenue peub

8tre purifiée par redissolution dans l'eau (solution a 1%) et

_centrifugation 1/4 heure & 30,000 tours minute.




o s s S = S e e D

CONCLUSIONS.

montrons que dans le cas de l'acide ribonucléique: 1° l1la méthode

2 mieus adaptée est la méthode par extraction

;fractionnement 1

ractionnée appliquée en systéme discontinu uniquement.

2° Te

rendement du fractionnemar b dépend du choix judicieux des aifférents

X d'extraction.

Nous montrons qu'en pratigue: 1° ltemploi du pH 3, 5=-quoique meilledr

m 1 ;
en pricipe~ est trés sujet a caution.

50 pux deux pH examinés (3,5 et 5}55

les snomalies apparentes cbservées dans les extractions &Lsysi@e

continu, sont au moins que litativement® interpétables.

3° TL'extraction a4 pH 5,5 en systéne

discontinu doit assurer le meilleur fractionmement.

fes déterminations physicc-chimiques que nous allons d éterminer &

pertir des fractions obterues par cette méthode, vont now permstire

de vérifier ce dernier point aun mtme temps qu'elles nous renseigneron’®

sur la natiure de 1a polydispersite de 1tacide ribonucléique.
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POLYDISPERSITE DE I'ACIDE RIBONUCIEIQUE

1ERE PARTIE : POILS MOICUIAIRE.

(DIFFUSION BROWNIENNE ET VITESSE DE SEDIMENT ATION) .




7., PRINCIPES.

B P b ——1
;.—-_w::- it oo

A) Diffusion brownienne libre.

Imaginons une solution de concentration CO mise en contact avec
gon solvant. En supposent qu'aucune autre force que la pression
gsmotique n' agil sur les moléculed du corps dissous}on montre que

le gradient de concentration de est dorné par

ax . xt
de -  %e X udr

dx a\nDE

ou D est la ccmstanté de diffusion. D a comm dimensions 12.,1:“1 (o&e@){I
Les courbes %% en fonction de x ont la forme 4 es courbes de distrimu"‘
tion de Gauss. Des courbes expérimentales de ce type sont obtenues Ll
par les méthodes réfractométiiques vasées sur la courbure de la ‘
lumiére par passage 4 travers un milieu dfindice de réfraction varia- |
ble. (53-54-55~56). En admettantune pmportionnalité constente entre w\
1¢indice de réfraction n et 1a contntration c} 1a relation précédente ‘|

devient x* _ |

__d'n._ n~ No "UDE
H= 5 = 2vepe [+]

19 Méthodes de calcul.

Ces méthodes sont basée sur les propriétés des courbes de distribution
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s auss .

a) Méthode surface - ordonnée maximum.

e e e S e A S v S O G B Sl G L G GO G G e D G OR R OS

pour X = O 1fexponentidl de{jl] est égal & 1. H a sa valeur meximum

= w%vgﬁ%gw . Par réarrangement, on trouvera:

:

" A
S T (2]

S e e W S e e o we S G A W G 0 D T e W e WE W S G

Tes points d'inflexion Eﬁl‘) de la courbe de Gauss sont donnés par
les valeurs de x qui amulent la différentielle seconde. On trouve
2 - - H

X, = 2 Db (3] .Bn substitusnt dens[1]on awa H = V.%-@'J
En pratique les points dfinflaxion sont localisés pav 1'équation[4]

et les valeurs correspondantes de x servent & obtenir D moyennantgﬂ.

%,

c) Méthode des analyses_successives.

o s Ge D M A DO D S5 M Gae G0 ke G0 Co G O3 S e OO e S e S A S S W s G o

2
Enécrivant[i]sous forme logarithmique on a ln H = 1ln Hm '“%ﬁ"t .

dn
Si Hy et H, sont les valeurs de 33 correspondant & Xy et Xy, OR muve

D = xi“’"i [5.]
A.t. In (31}
H,

En pratique, on divise la courbe par une série d‘ordonnées en nombre
égal, et également distantes, et on ecalcule D pour chaque intervalle.
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¢) Méthode ,statistique.

e e SR W o

1équation [l]peut gtécrive conformément & 1'usage du calcul statis-

2
TEEL
d - VL"\'\-O £ a!'
& T VA
' 2
! ye‘ﬂnantﬂfi:.?]}t ouDé—;—F— [6.]

désigne la déviation standard et est reliée au moment second vral
de la courbe/;[i par i = \{j*-; : E?]

En pratique, on d¥ise la ligne de base de 1a cowr be de diffusion par
une série de vertivales, sgalement distentes, de gputear Sy, Sy oee
Sy <o et numérotées Sys Spy eees si' , .., Tespectivement de part
et d'antre dfune origine choisie prés du centre de la ligne de base.

Le moment 4 est obtenu par
s N DAC TS [zmsl) S‘\Wi
/“'2 b 1 (5.) 2 (S) 5

ol W = distance en centim3tres entre les ordonnées verticales

sugcassives.

29 Rearts expérimentaux al cours de distribution de Gauss.

Tes courbes de diffusion sxpérimentales présentent les caractéristi-

ques des courbes de Gauss si le corps dissous est monodisperse etb,

s?il n'y a pas d'interactions moléculaires.
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gns ce cas, D est indépendant de la méthode de calcul et de la

poncentration.

systéme phlydisperse.

ra courbe expérimentale est 1a somme des courbes idéales des

divers constituants; et nlest plus une courbe de Geauss quoique:en

jiabsence d'interactions elle puisse &tre parfaitement symétrique.
1a courbe est nécessairement un type de moyenne; Gralen a montré que

le tyne de moyenne dépend de la méthode de calcul employée. Par

wn.
18 méthode " surface-ordonnée meximum" D est type de moyemne repré-

gsentée par DA Hoo B} (_._Y:.i_‘:__)a (x)
VD,
et par la méthode statistique [)G-: 26 YL moyenne
0 T e en poids.

{ = nombre de composants différents

c et D = leur concentration et constgﬁe de diffusicr
repective.

A, Hy

4]
Le rapport e

(@
d'hétérogénéité.

est considéré comme une mesure du dégré

Interactions moléculaires.

Ces interactions sont mises en évidence par la variation de D en

fonction de la concentration, de méme que par la forme de la courbe
Yoo
(x) Ia moyenne en nombre est ~F EL

-lo3= > -



giffusion obtenue. Celle-ci est oblique, et 1la position de

@donnée maximum se déplace en fonction du temps vers les régions

plus faible concentration. Dans ce cas, on détermine D & plusieurs
wcentrations et on extrapole & concentration fﬁkm

gffets de charge.

@s avons va qufaucune force autre que la pression osmotique

, doit intervenir dans le phénoméne de diffusion. Or, le déplacement,
ans un milieu 1onisant; de particules colloidasles présentant une
ertaine charge électrique ou des propriétés dipoddires intenses,
ffacte la distribution des petits lons de charges opposées qui &
1équilibre sont distribués symétriquement autour de 1'ion colloidal
sentral de facon & ce que la force résultatnte soit égale & 0.

a force qui apparait lors du déplacement de 1'ion central est appelé
potentiel de diffusion. On supprime ces effets perturbateurs par
l'addition de sels en concentration suffisante. Dans ces conditions,
faut que la diffusion des particules colloidales -principalement
lorsque 1la diffusion est observée par une méthode réfractométrique =
e se complique pas d'une diffusion des sels mis en présence. Clest
Pourquoi il est nécessaire de dialyser la solution contre le tampon
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: température & laquelle la diffusion sera réalisée.

1a constente de diffusion en fonction des propriétés moléculaires.

&H:'{L.f,ab‘h,
( Tt = RTle) (Binstein montre

gupposant la 1loi de Van't Hoff

D= %—% = %ﬂi [9] f = coefficient de ;'ric'bion moléculaire
: P = coefficient de Triction molaire.

| Molécule sphérique. Far application de la loi de Stokes(foz GH?Z?. )

"l = viscosité du mi}.ieu;’z = rayon de la sphére.

féquation 9 devient DO =6"r'?%fﬁw , et, en exprimant r en

erme de volume moléculaire, on obtient

le poids moléculaire et V 1e volume spécifique partiel. On voit que
dans le cas particulier des molécules sphériques, la détermination
de D permet le calcul du poids moléculaire et du reyon de la molécule.

b) Cas général . Lorsque ia molécule n'est pas sphérique, ol

lorsqu'on ignore la forme de la molécule, le poids moléculaire dolt
8tre déterminé par une méthode indépendante de la forme. On peut

= 1I35 =




_iver au résultat par une combinaison de la constatite de diffusion

t de la vitesse de sédimentation._Les valeurs ainsi cbtenues

orrespondent au poids moléculaire de la particule non solvatée.

en terme
molaire F, dtune particule hypothétique sphérique, non solvatée, et
-
de méme poids mozéculairef FU = (nY N (3 MV )3 [’7"-1
4 n W -
Dtantre part la relation générald?]nous permet d‘obtenir le
coefficient molaire de fréction réel P = %ge
P £ RT D,

Les rapports = et moyennant D = )y = “0 t12).

BB ¥, E‘D( " cmw(svm )73 af/ I 22)

Yn N io

gsont appelés rapport de friction.

Oncley suggéra de séparer le rapport de friction en facteur de

qu

solvatation % et facteur d'assymétrie _e.
e ¢ o
0

£ £\ f
= = (&) {"8) (13).
Ig & - .

4° (Conclusions.

1a détermination de la constante de diffusion permet:
a) la détermination qualitative du degré de polydispersité

b) le calcul du poids moléculaire si la molécule est sphérique

- 106 =

r n
de volume moléculaire, on trouvera le coefficient de fBictio



) 8i le poids moléoulaire est connu, la détermination du rapport de

B) Diffusion Brownienne et vitesse de sédimentation.

1° Principe.

§i 1la diffusion et la sédimentation sont réalisées dans le mém milieu
et en admeitant que la sédimentation ne provoque pas d'orkentation

o -
des molécules, on peut écrire, en posant s= ;}x.‘ii_ L_]QJ

_ RT4
que M Y2 XTF) L1§]

(v2x = accélération produite par la rotation (W = vitesse angulaire).
s est aﬁpellée constante de sédimentation; c'est la vitesse de
sédimentation pour une accélération centrifuge unitaire. s a le
temps comme dimension et est souvent exprimée en unités Swedbersg
(10“13sec}.
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Remarques.

) Ia relationLkS]nVest valable que si les phénoménes de diffusion

de centrigugation sont additifs. Bn suppose donc un déplacement |

ibre de la part des macromolécules individuelles. i
b) l'établissement de la relation 15 ne nécessite aucune supposition w
concenrnant la forme et 1a solvatétion de la molécule. |
¢) quoique 1tentité cinétique soumise & la diffusion et & 1l'ultra- |
centrifugation est réellement 1a molécule + son enveloppe de solvata- |
tion, la valeur de N.obtenue se rapporte a la macromolécdle non ﬁ
solvatée. Ce curieux résultat provient du terme de volume spécifique |
partiel V utilisé.dans l“équation[lﬁl(Alexander and Johnson : Colbid
Science 1949 p. 291).

d) Systéme polydisperse; dans ce cas, 1'applatissement du & la poly-
dispersité A'ajoutera a 1'applatissem%1t normal dfi & la diffusion. .
e) Il est évident qu'il faut également tenir compte des effets de
charge (suppriméa en travaillant au poigé isoélectrique ou & concen-
tration saline suffisamment élevée) et des effets de concentration
(particulidrement intenses pour les molécules filigormes) (extrapoler

4 concentration yﬁg}.
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enfin, les valeurs de s et D de la formle[lﬂdoivent étre
amenées an méme état standard. Celui-ci a &té choisi comme étant
1ean distillée & 20°C. En supposant qu'une variation de température

yaffecte que les propriétés du solvant, on peut écrire:

D; : Dwﬁlw.hévmt'&ﬁ Je L ]

a été réalisée; ’2 = viscosité du solvant & T ; ”vt = visosité
2€

de 1l'ean a 20°C.

0 iy 2
1— Vae | 20

2 3 'j. = ‘du;, n tamenn . i b
De meme 3y, P tal . ?:u ‘4"Vf RN
o

densité et viscosité du sovant &4 T
f:of-f 120 = densité et visoosité de l'eau a 20°C

1 [} : 3
-‘\] ot V{o = volume spécifique partiel dans le solvant a T et
dans lteau & 20°C.
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Ls. détermination du poids moléculaire de

-

pbtenues par extracti

s différentes fractions

on fractionnée nécessite donc suivant 1a

DO

Do et V.

formuleiiilla connaissance de sgo,

A) Constante de diffusion.

1a détermination de la courb
4 électrophorése par la méthode de Tisélius-Long:

Ia figure 30 montre les courbes de diffusion rele

2 %% a 6té réaliséé dans l'appareil

sworth (54-559%.

1bives au nucléate

brut. Les conditions eXpérimentales sont ¢ température 0°4; tampon

acétate PH 5,5 ff 0,103

concentration en nucléste: de 0,3 a 0,8%.

Ia constante D est calculée par la méthode

En pratique,
en fonction du temps. H est exprlme en cm et le
On obtéend une droite qui pou

négative., Cette erreur de tegggﬂz trouve son oriy
bation initiale du ménisque provoquée par la mi
solution-solvant,
on mesure la surface A en cm52 au planimétre.

Sip

dialyse en chmabre froide:

= (O, donne une

et est de 1'ordwe de 10 a 20 m

, o 2
ar G, on représente le facteur d'agradissement exil

24 heuresy

r'u.rfchr-z -ordonnée maX1mum

la méthode con31ste a4 porter dans un d iagramme ﬁ—?‘

temps en secondes-
valeur de temps

ine dans la pextuxr -

s en contact

nutes. Enfin,

stant entre,

le”p:c, réel dans la cellule a diffusion, et 1'ime.ge obtenue de
& ¥

celu;-ci)é partir de lagmeelle on mesure A et Hm

D= A
l"n tww?g_v Hz
temps de diffusion + erreur

==

T i
corrige
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D est donné par
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de temps §€ro.




piffusion de Nucleate brut: pH Sy

raux d'agrandiesement: I,(8.

Surface:3,5 em’

L: 40 220"

k= 19.000°

t: 29 500"

t= 79 3207

fig 30




La conversion de U experimental en Déo est reéealisée par la lormule

. . . -
[1quue nous utilisons sous une forme approcree:

Y N R S YR Ve D .l l:.E B =Dy D e, FE 1056 > D.1,589
-D-IG i ? 0 T 3 N = 23,4 l
1w e 2 Yo '
lo‘ viscosité du tempon a 20°C.

?Z: viscosité de 1'eau & $,4°C.

. Ainsi qufen témoigne la figure 30, les pics obtenus sont légérement
assymétriques. Npus avons de plus vérifié & partir du nucléate brut
et de deux fractions(* 0,8 eté/o,q)que po'ir une variation de
concentration de 0,3 4 0,9% les valeurs de Dgo étaient identiques

a 5%,

B. Constante de sédimentation.

La détermination de la vitessede déplaceﬁent de 1l'ordonnée maximum
Hm de 1a courbe %% pour un champs gravitationnel donné, a été
réalisée par observation directe grlce au systéme optique de Swensson
dont 1'ultracentrifuge Spinco utilisée était équipée. La figure 3
montre les courbes de sédimentation relatives au nuclé&te brut.

Les conditions expérimentales sont: température: 22% a 26°C;

tampon acétate pH 5,53 0,103 concentration en nucléates 0,8%:
p 23 A

vitesse de ro#ation: 59.400 tours minute environs.

Tes écar#s maxima de température au cours d'une centrifugation sont
de 2° C environ . On raméne la valeur de s 4 1'état standard en
choisissant comme température expérimentale la température moyenne.
Enfin la vitesse de rotation est contrdélée avec précision pendigt

tout le cours de la centrigugation.

Le calcul de s est basé sur la formule[iﬁ:




Pour une vitesse de 59,400 taars minute, (J , exprimé en

radienys/seconde est égal a 59,400 x 360
60 x 57

-4
d'od 2,3 = 2,1 x 10
E‘SQ Té§,452

Pour obtenir d log = on mesure 1la distance de sédimentation sur

un agrandissmment des photos de s édimentation. On y ajoute la distan-
ce au centre le rotation et on prend le logarithme de la scmme.

On trace la courbe log = en fonction de t. La pente de la caarbe

est multipliée par un facteur de correction dépendant de l’agrendis-
sement et de 1'échelle du graphique log x en fonction de t.

On obtient 2_%%&;& .

la valeur de s ainsi obterue est ramenée & 20°C pour l'ean pure au

moyen de la formule 17 que nous utilisons sous une forme simplifiée

. "o
ﬂ.‘ i = ﬁ 4'—&[-1-‘\‘\:1.].,:‘}-%-\*\. L-OVE . e - ...!‘a-—.-t—-.
”l’ k ? EJ_,o

'Qi.:viscosité de 1'eau & la température de 1'expérience.

L

Nous négligeons le terme . ,1“KJ:Z rﬂ
| aw

' F

C¢) Volume spécifique partiel apparent V.

Le volume spécifique partiel apparent est défini comme étant
1'asceroissement de volume résultant de 1l'addition de 1 gramme de
substance & un trés grand zolume de solution.

la détermination pratique a été réalisée par application de la formule

volume du pignométre - volame occupé dans le picnométre par le tampon
poids du nucléate sec contenu dans le picnometre.

Ia détermination a été rédalisée en pbatique & partir d'une solution

de nucléate & 2% dans le tempon acégate pH 5,5 A0,10 & la température
Fe

de 25°C, Le volume du picnométre est de 37,8787 cnd . L,s mesures

ont ét8 rfaites & partir du nuclééte brut et des fractions 3/ 0,7 et
= 112 =




0,1.

tes poids sont corrilkés par un facteur de correction

0,012 , 0,0012 (g1
v

k= 1~ * masse de 1 cm3 dtair,
d 2,5 8.5

densité des poids:
densité de la substance
étudiée »~ 1).

Wou

H

1a difficulté réside dans la détermination exacte du taux d'humidité.

Pour le nucléate brut, nous avons mesuré le volume spécifique &

ailleurs, les volumes spécifiques des fractions 8'0,7 et Bfo,l
ont été mesurés & partir d'échantillon séché jusqu'a constance de
poids 4 115°C sous vide.
Les valeurs obtenues sont les suivantes:
ribonucléate: 0,48 cm? DAY gramme .

Br 0,7 : 0,80 " B L

3'g|g;§fﬁ-= agso* " v,
Les valeurs renseignges dans la littérature sont variables.
Signalons la valeur de 0,578 obtenue par Cohen et Stanley (57) a
partir de 1'acide ribonucléique du virus de la mosaique du tabac.
Backer et Worthington (58) renseignent pour 1l'acide ribonuecléique de
levure un volume spécifique de 0,48 également.

Les r ésultats epxérimentaux renseignés plus loin ont été cdlculés
3

& partir de la valeur:0,48 cm”’ par gramme.
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TIT. RESULTATS EXPERIMENTAUX.
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Nous avens déterminé le poids moléculaire de chacune des fractions
obtenues par extraction & pH 5,5 en systéme discontinu. Les valeurs
ainsi obtenues sont des moyennes. Nous les avons toutefois introduitb
Fda |
dans l“équation[lﬂ. Le rapport ?B' nous donne ainsi une jdée
approximative du rapport de friction présenté par ces différentes
fractions dans le milieu pH 5,5 (acétatelp_ 0,10).
Afin de pouvoir cod;rer les fractions obtenues par extraction, et
les fractions cbtenues par précipitation dans différents milieux,
nous avons pratiqué a4 partir du méme Achantillon brut 2 précipita-
tions successives par 1é pxécipitaﬂp de Chantrenne (obtention de A
et B) et - sans passer par le stade A de chantrenne - 6 précipitations
successives par le milieu CHgOH 20% }.L 1,7 pH 3,5. (obtention de A}).
Les r ésultats sont consignés dans le tableau suivant et dans la fig.
31.

Conclusions.

1& La polydispersité de l'acide ribonucléique est certainement une

fonection de masse.
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oA H

action |Rendement 29 en |4;, en unité P.M, i‘d/fO
en % 10 7/¢ec Svedberg
Brhg
8,3 2,79 15.700

Extraction fractionnée { pH 5.5 - systd

me discontinu )

premier tour de fractionnement

X I 97
0,5 7,4
0,8 12,4
0,7 6,6
0,6 -
0,5 3,9
O,k b3
0,3 6,6
0,2 2.7
0,1 19,1
0,0 16,3 -

12,8
12,1
11,5
12
10,7
I0

)
.8
53
05 .

RS TN BECS R |

3

. by O o

2,09
2.
2437
1.7
2,26
2,56
e
2,69
3,35

7.700 1,42
7,800 1,49
9.700 1,46
6,700 1,58
9,900 I,56
12,100 1,57
17.300 1,85
16,200 | 1,82
21.400 | I,76
38,100 | -2,1I

Extraction fractionnée { pH 5.2 = syutéme discontinu )

second tour de fractionnement opéré sur ia fraction K C)D

y 0.0 4O

k,70

: 4,66 :

Précipitation Tractionnée,ﬁ précipitaﬂt de Chantrénne

46,600 | 2,12

2 tpours de fractionnement

A 35 10,2 2,9 13.200 1,5
B 40 19;1 1.6 3.800 ) -
Précipltatlcn fractlonnée : précipitant GH3OH 20% u I,7:pH 3,5
: 6 tours de fractionnement ‘ | 3
Ay | 10 7,3 2,9 18.400 | 1,86

Tableau I



Poids mcléculaire des fractions obtenues

par extraction & pH 5.5 en systéme discontinu
, 000
° P.M.
: premier tour de fractlonnzment
D, 000 second tour de fractionnement
réalisé & partir de la fraction ¥ 0.0 i
[l
f
/
;P
[!
rl e OOO ;j"""-"
; !
ff'r
/
L &
20.000 va
,». .}/.’ ]
1 x “:;F
L
. :‘\
IO ° OOO \, _4'.,:» __-o"_:i:j‘i(l
)1:' ll - E.,.‘_fr «F_"_.-‘fk"""f-fr'
l"?' == fri ]




' Ia fraction K’0,0‘ donne un poids moléculaire de 46.660 environg.
ignalons des valeurs de 59.000 4 70.000 que Cohen et Stanley (57)
,alculent & partir dfun volume spécifique de 0;578 pour différentes
practions de ribonucléate du virus de la mosaique du tabac obtenues
dens des conditions dfextraction rapidejde pH neutre, et en 1°
absence de dégradation enzﬁ&étique (x).

15° Ie fracthnnxgo,ov conservée sous vide, sur P205 et & basse
température, est trés stable. Aprés 6 mois de conservation, nous

| n'lavons paé observé de variation de s et de D.

4° Les rapp ris %% renseignés ne sont que des ordres de grandeur.
T1ls montrent toutefois que, en supposant le facteur d'hydratation
constant, Ta4symétrie croit avec le poids moléculaire.

5° L{obtention de fractions dont les poids moléculaires varient de

8.000 & 46.660 témoigne de l'efficacité de la méthode de frsctionne-

ment utilisée.

GA.E ol g Am P M oele Low. 000 O wien
! -
»Ae 'd.Pmt'w“bl'th AL A

(x) de wucliale Fdo&mw k -TW‘]: |
@ frnooluth 4o buatable ot 32 oleeemp
et dobatle e PM 22 Co.o0o.
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CHAPITRE VI.

et

POLYDISFERSITE JE L‘ACIDEVRIBONUGLEIQUE.

23me Partie : COMPOSITION CHIMIQUE.

( CRHOMATOGRAPHIE ET ELECTROTITRATION )
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7. RESUNE BI’LIOGRAPHIQUE.

Jusqu'en 1948, les méthodes d'analyse quantitative renseignées dans

la littérature étaient trés sommaires. Elles consistaient généralement g
a4 un dosage d'azote et de phssphore totaux sur 1'échantillon préala-
blement séché. D'autres auteurs proposéient de doser le rapport
Npurique/N pyrimidique. L'acide nucléique était hydrolysé et les ba-
ses puriques étaient précipitées de 1'hydrolysat sous forme de com-
plexes argentiques et cuivriques, tandis que les nucléotides pyri-
midiques restaient en solution. Ces méthodes &tailent basées sur

des précipitations quantitativement incertaines et délicates et
donnaient des renseignements imprécis et incomplets.

A.- Chromatographie sur papler.

1°) Chargaff et ses collaborateurs réaximanérent le probléme de

l'analyse quantitative des composants des acides nucléiques en gé-
néral. Ils anslyséremnt d'une fagon systématqdiue.les différentes
conditions dthydrolyse, et appliquerent la méthode chromatographique

a la séparation des produits d'hydrolyse (59). A partir de mélanges

synthétiques des différentes bases puriques et pyrimidiques, suscep-




tgibles dt'&tre rencontrées dans les acldes nucléiques,,ils mirent

point toute une sérig de solvants capahles d'en assurer la sépa-

tcessite malheureusement 1thydrolyse de

1'acide nucléique jusqu'au stade : basedpuriques et bases pyrimi-

nécessitent un trai-

diques. Or l'obtention des bases pyrimidiques

tement trés énergique qui généralement oxyde 1a cytosine en uracile.

Aprés une étude gystématique, Vischer et Chargaff proposérent 1thy-

drolyse par l'acide formique concentré & 175°C pendant 2 heures.

Malheureusement, cette méthode estﬂfspable d‘thydrolyser quantitati-

vement l'acide uridylique, et ntest pas consé&gnet pas applicable

4 1'analyse des acides ribonucléiques.

Chargaff et ses collaborateurs (6B-61-62) proposeérent ensuite

1l'hyarolyse des acides riboniCléiques jusgu'au stadée nucléotidedpar

action des alecalis a pH 13,5 4 30°C, et développement du chromato-

gramme au moyen d'une solution agqueuse aclde isobutyrique~isobu-

tprate d'ammonium. Dans ce cas cependant, les acides guanylique et

uridylique présentent la méme valeur de RF (repport entre la

distance parcourue Sur le papier par la substence et la distence




rgourue par 1e front de la phase liquide mobile ) et leur dosage

pit se faire par 1tapplication des éguations simultanées basées

ur 1'absorption photométrique des nucléotides purs.
n vue d'éviter cet inconvénient, ces mémes auteurs donnent enfin
me méthode d'hydrolyse permettant la séparation,sur le meme chroma-

jogramme, des bases : adénine et guanine et des acides : cytidylique

paridylique.
Les résultats obtenus relatifs & la composition des acide ribonu-

pléiques, varient légérement d'une expérience & l'autre et suivant

la méthode d'analyse utilisée.

Bn exprimant les résultats en mdles de base par m8le de phosphore,

ils obtiennent pour l'aclde ribonuéléique de la levure :

mSles de base par mole de FP.

adénine 0,29 & 0,25
guanine 0,29 a 0,25
cytosine 0,21 & 0,17
uracile 0,25 & 0,18

Clest-a-dire guanine ) adénine > uracile > cytosine
I1 semble toutefois que l'acide ribonculéique de levure se caracté-
ides

rise par une composition trés différente de celle des autres ac

ribonucléiques d'origine animale. Pour ceux-ci, l'ordre des concen-
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reations moléires des différentes bases est manifestement @
guanine d cytosine > adenine} uracile.

0°) Markham et Smith -¢63-64-65) trouvent que les méthodes proposées

par Chargaff ne sont pas rigoureusement quantitatives, et proposent
a4 leur tour une nouvelle technique. Lthydrolyse est réalisée par

HC1 N dans des conditions assurant un rendement quentitatif en bases

puriques et en nucléotides pyrimidiques. Les constituant de l'hy-

drolysat sont séparés sur papier en employant comme éystéme éluant
une solution chlorhydrique de butanol tertiaire. S5i le chromatogram-
Ime est développé sur une distance de 25 cms, les quatre constituants
prisentent les valeurs de RF suivantes : guanine : 0,21 ; adenine ¢
0,32 ; acide cytidilique : 0,48 ; acide uridylique : 0;79s

La quantité d'azote calculée & partir des concentrations molaires
de chagune des bases,représente les 98,3 % de l'azote total.

Les résultats concernant l'acide ribonucléigque de levure et exprimés

en méles de base par tetranucléotide statistique sont :

guanine kg * Qo Hl
adénine 1,04 + 0,01
cytosine 0,80 + 0,02
uracile 0,92 + 0,04

Clest-a-dire guanine ) adénine) uracile) cytosine.
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alons enfin que les résgultats obtenus a4 partir des acides ri-

bnucléigues de différents virus du groupe:virus de la mosaique du
abac donnent : adénine > guanine} uracile ) cytosine.

§9) Carter (66) propose un systeme gluant capable de séparer les
ribonucléotides obtenus par hydrolyse alcaline. Cet é4uan: 28t compo-
ié d'un tampon agqueux citraté ou phosphaté auquel il ajoute de ltal-
cool isoamylique de fagon a obtenir deux phases liquides superpo-
gées & travers lesquelles il introduit l'extrémité du papier a
ehromatographie. Il met ainsi en évidence la présence de deux 1s0-
méres a-b de l'tacide adéﬁ%giquenCes deux isoméres ont été séparés,
sont chiwiquement et enzymatiquement dégradés en adénosine et adéni-

ne, et se différencient probablement 1'un de l'autre par la locali-

sation de la liaison adénine-acide phosphorigue {position 2 et 3)

B. Chromatographie sur échangeur d'ions.

Cette technique est appliquée par Cohn (67) 4 la séparation des
ribonucléotides. Ceux-ci présentent'en effet un degré dlaffinité
différent vis-a-vis de 1'échangeur (Dowex-l) et variable suivant

le pH utilisé. Par une étude expérimentale précise des conditions

de pH, concentrations salines, dimensions de la colonne, etc.., Cohn
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flent & séparer les divers nucléotides de Tagon trés satisfai-
te. 11 confirme également les résultats de Carter concernant la

gence des deux isoméres a-b de l'acide adé%}gique et montre de

vy (68) ont montré A leur tour que l'acide cytidilique obtenv par

fdrolyse de l'acide ribonucléique de levure était également congtiué
e deux isoméres & et b, d'activité optique différente[d}f + 20°6 et
. 90

et se différenciant probablement également par la position de

A liaison cytosine-acide phosphorique (position 2 et )



71, TECHNIQUE EXPERIMENTALE UTILISEE.
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Parmi les différentes méthodes que nous venons de résumer, nous

gvons choisi celle de Markham et Smith comme nous paraissant &tre

3 1a fois la plus simple, la plus rapide te la plus précise.
T'hydrolyse et le développement du chromatogramme ont été exécutés
suivant les indications de l'article original . Toutefois certains
détails concernant principalement le sechage du chro%ﬁtogramme et
Jtextraction des bases puriques el des nucléotides pyrimidiques
ont été légérement modifiés (x).

On pése une certaine quantité d'acide nucléique auquel on ajoute
un volume de HC1 N tel que aprés hydrolyse, 1 cu3 renferme les pro-
duits d'hydrolyse correspondant & 10 & 20 mgrs d'acide nucléique.
Lihydrolyse est réalisée en tube gcellé & 100°C pendant une heure.
Le tube est ensuite refroidi et ouvert.

N° 1 (2 jours de développement) ou N® 4 (12 heures de développement)
de 9 cms de large et 40 cms de long. Ces bandes de papier sont
préalablement lavées en réalisant une chromatographie & blanc sur

" toute la distance de 40 cms et séchées comme noud 1'indiquerons plus
loin. La bande de papier ainsi préparée est divisée en trois colon=
nes. La colonne centrale servira & déterminer les blancs ; les deux
autres permettront de réaliser deux développements simultanés.

Au milieu de chacune de ces deux derniéres colonnes et & quelques
centimdtres du sommet, on dépose 1 a 1,5‘;L1 de l'hydrolysat.

la tache qui doit présenter un dimadtre waximum de 5 mm est séchée
dens un courant d'amir froid. On recommence de cette fagon plusieurs

dépdts jusqu'd ce que le volume total déposé corresponde & 1U0 a

2008’ d'acide nucléique.

(x) Nous remercions vivement le Dr H. Chantremne qui a bien voulu
nous communiquer ces modifications mises au point au laboratoire
de Mr le Professeur Brachet de 1iUniversité de Bruxelles.

- 10% =

Le papier utilisé est constitué d'une bande de papier filtre Whatmann



. développement du chromatogramme est réalisé par un mélange
?,stitue de 700 ecm3 (26°C) de butanol tertiaire, 132 cm3 du mélange
géotropique eau-HC1l, et d''mne quantité d'ean suffisante pour obtenir |
h volume final de 1 L. | ".
e solvant est versé dans un petit bac en verre soudé au sommet H
ilune tige en verre de 50 cms de haut environ, et dans lequel on j
lait plonger la partie supérieure du papier. Le tout est placé dans W
me enceinte en verre de 60 cms de haut et contenant également une
pertaine quentité de solvant. (1 cm 4'épaisseur environ).

le papler est développé sur une distance de 25 cms, mesuréea partir
e 1'endroit ou les taches ont été& déposées.

le papier est ensulte retiré et séché pendant une heure dans un
gourant d'air froid. On le suspend ensulte 10 minutes dans une
atmosphére d'ammoniaque et 1l'on le remet 10 minute:s dans un courent

d'air froid.

La localisation des bases puriques et des nucléotices pyrimidiques
est rénlisée en illuminant le papier par de la lumiére de 240 & 260
mpL (les substances apparai;sent comme des taches sombres sur un
fond fluorescent. On peut utiliser 8 cet effet la lampe commerciale
§-1-2537.Ultraviolet Lamp-Minera lLight munie du filtre "Short Wave
U.V. Filter Model 8L. 2537 " Nous evons utilisé & lumiére émise
par une lampe & vapeur de mercure ordinaire dont L'enveloppe de
verre a &lé enlevée. La lumiere est filtrée par une solution com-
posée de 235 grs N1804 TH,O et 67, grs Co 8047 H,0 par litre,

sous une épaisseur de 7 cms (Bowen : 69-70)

La bande de papier est ensulte découpée en petits ectangles conte-
nent chacun une tache. Au niveau de chaque tache, ¢n découpe un
rectangle identique dans la colonne médiane, qui servira & déter-
miner la valeur du blanc. Chaque rectangle de papier est découpé et
introduit dens un tube & réacvion. On ajoute 5 em? de HCL oL N.
Le tube est pesé. On plonge les tubes 30 minutes dens un bain marie
bouillant. Aprés refroidissement, on raméne au poi¢.s par addition
dieau. .On centrifugs.

On trace & partir de chaque solution surnegeante, ..'entiéreté du
spectre au spectrophotométre Beckman de 210 a 320 . . Les blancs
prégenvent une lensité optique de 0,02 a 0,07 suivent la longueur
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jtuent sur le chromatogramnne.

le nivean guquel ils se S
ctre résultant

r de chaque blanc, on compare le SPe
oo celuil de 1la substance pure. La concentration de chacune des
est obtenue & parbir de la densité optique au

dtabsorption et en se pasant sur les paleurs guivantes,

,;seignées par Markhem et Smith.

snde et
&S goustraction

bstances isolées

X ( : : densité optique pour une
OUA Ydat byt | ) -3
concentration 107 ‘M. et une

épaisseur de 10 mme

guanine 250 10,6

adénine 260 13,0
ac. cyti:i_dti_liq’;-_e' 280 12,95 i
260 9,89 i

ac. urydiligue
ieg 5 cmd de golution de guanine donnent -

Bxemple 3 Supposons que
ique du blanc correspondant-

goustraction faite de la densité opt
une densité de 0,361,
361 X D gonne le nombre de mdles en 10'9 de gnanine contenu dans le

y
golume d'hydrolysat déposé sur le papier.




, RESULTATS EXPERIMENTAUX .

ot e i S Sy g T P
P —————t = e

. Chaque fraction est séchée & 110° pendant 12 heures. On en

N. totaux. On minéralise une prise d'essai devant

et de 100 a 1200 X d*N., avec un cm3 d

[termine le P et 1!

ontenir de 50 a 500 X de P.

_:;,_;..,sto4 concentré ot un gramme de K2SO4u Le résidu de la minérali-

ation est dissous dens de 1'eau. On améne & 50 em’, On pipette

a) Dosage du P. A ces 5 cmj, on ajoute 2 cm3 dfeaun, 1 cm3-de 1la
. :

golution de molybdate et 2 cm: de réactif sulfite»hydroQuinonea

{voir page!?¥ }. On attend 30 minutes et on mesure 1'absorption

ﬁ 640111/&;4
b) Doage de 1'N. Les 5 cm§ gont introduits dans un jaugé de 50 cm3;
on ajoute ZO cm3 dleaun + 3 cm3 de réectif de Nessler (x) et on

porte a 50 cm3¢ On agite imﬁ:diatemé%t, On attend 10 minutes, et

on mesure ltabsorption a 385 mp, .

Cas dosages sondt pratiqués sur deux prises d'essal de la méme fraction

r desquelles on effectue 4 déterminations séparées de P. et

& parti

d'N totaux.

B. Chaque fraction -séchée dans les mémes conditions - est analysée

par la méthode chromatographique déerite. A partir du nombre

de mbles de base dosées, on calcule le pourcentage N total. 01

celui-ci vérifie a 4% prés le pourcentage M. total obtenu par

&0 VA, @k ad d&fa I-.&Jat M‘"‘*’G“ - 126 -



“ﬁralisation directe de la fraction, on selcule le nombre de mdéles

| base par mble de P, en utilisant le rappart § obtenu par minéra-

gation. i au contraire, le pourcentage N, csleulé & partir des
pses dosées différe de plﬁs de 4% au pourcentage N.obtenu par
inéralisation, on calcule le nombre de m8les de base par mble de
, en dosant le P total minéralisable contenu dans une pertie
liquote de 1thydrolysat.

pésultats. Ces différentes détemminations ont &té réalisées sur

le nucléate, brut, les fractions obtenues par extraction discontinue

?}pﬁ 5,5 et les fractions obtenuss per précipitation fractionnée

(A,B Al). Al & été obtenu par fractionmement du brut directement
g =k p

par le systéme "CH30H 20%fu_1?7 pH 3,5" sans passer par le stade

‘de la fraction A.
(ax)

Tes résultats sont consignés dans le tableau sulvant. Les % de P,

ot d'M, , de méme que les rapports § renseignés représumetent les

valeurs moyennes obtenues par minéralisation directe de chacune

des fractions. On constatera que le brut, et les fractiohs X 0,9-0,7-

0,5—0,4=O,2»0,1~0,0-0,0? donment les mémes valeurs. Enfin, seules
les deux fractions X 1 et A présentent une différence entre les
pourcentages d'N,obtenu$ par minéralisationy et calculég 4 partir

du nombre de mbles de base par néle de P.

(x) On dissout 5 grs. de XI dans 35 cm3'd*eau,,0n ajoute unes91ut10n
saturée de chlor%re mercurique jusqu'a precipitation persistante.

On ajoute 400 cm de NaCH 10 N, et on améne & 1 litre. Aprés
12 heures de reposn, on centrifuge.
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f, Brut et fractions

MSles de base par mole de P

adénine‘

s i e e v e S

e sk o e e A o e T T S e S L B
T T e e e

Y 0,9 - 0,7 - 0,5 = 0,4 - 0,2 - 0,1 - 0,07=NCEEY |

S méles de

y 0,8
L o 5

4P =810 %N- 14,4 = 0,562
0,265 0,299 0,208 0,234 1,01 1,25
0,283% 0,287 0,201 0,255 1,02 1,24
0,256 0,300 0,212 0,256 1,02 1,19
0,263 0,302 0,207 0,244 1,01 1,25
0,270 0,295 0,213 0,235 1,01 1,26
0,271 0,303 0,203 0,230 1,007 1,33
0,267 0,307 0,206 0,221 1,001 1,34
0,265 0,310 0,200 0,227 1,002 1,35
0,267 0,300 0,206 0,239 1,01 1,28
0,269 0,293 0,208 0,242 1,01 1,25
II. Practions : y 0,8 4p = 7,95 £ N = 16,16 & = 0,49
A | J i . 8.,30 ". l3,84 7" 0960 .

0,308 \ 0,330 0,233 0,310 1,18 1,175
0,248 0,290 0,202 0,208 0,95 1,3
111, FractionsYI % P = 8,3 4N =16,2 § = 0,512 _
0,276 l 0,285 0,200 0,259 1,02 1,22
IV. Frections A : #P=17,92 %N =17,6 & = .0,452.

B 8,16 " 16,1 " 0,505,

Ag 8,81 " 18,5 " 0,48l.
0,325 0,322 0,222 0,244 1,111 1,39
0,278 0,294 0,227 0,396 1,195 0,92
0,355 0,337 0,204 | 0,266 | 1,161 | 1,47

TABLEATU.TT

s s i s 2




N total N calculé
14,74
A 17,6 15,78,

& ultérieurement gMwsce aux confirama-

odn et aux informetions supplémentalres que nous avons pu obteniw

ar la technique des courbes d'électrotitration.




.—- — e we s

., Principe.

e principe de la méthode consiste & comparer entre elles la courbe N

161ectrotitration expérimensale de chacune des fractions, et la ‘

ourbe dfélectrotitration théorique calculée par approximations
suoccessives du nomb re de fonctiom OH phosphorique¢secondaire¢
'ventuef% et en se basent sw les concentrations molaires des bases
puriques et pyrimidiques renseignées dans le tableau : 2 g

B, Conditions expérimentales.

On dissout environs 200 milligggmmes de nugléate (déché & froid

gous vide sur P205) dans 40 cm” le KC1 0,2N. On ajoute & la solution
une solution titrée de HCl ® oar fraction de cm; en mesurant chaque l
fois le pH (électrode de verre). On descend ainsi jusqu'd pH 3. On W
ajonte ensuite une solution de XOH N (x) également pma fraction de i
cm3 jusque pH 11. Enfin on redescend & nouveau jusque pH 3.

la solution de nucléate est contenue dans un berlin bouché. Le {
bouchon présente quatre orifices: deux pour les électrodes reliées
par fil blindé & un pH-métre; un pour le passage du capillaire de la
pipette servant a intreduite les solutions titrées; enfin un dernier
pour un capillaire relié & un bonbonne d'azote par 1i'intermédiaire
de deux flacons laveurs contunant de 1a soude concentrée et de la
baryte. Le courant d'azote, ¢n plus de mettre la solution a lfabri @

du CO,, assure une agitation suffisante. |

(x) Une lessive concentrée de potasse est décarbonatée par agitation |
avec de la baryte. Aprés repos, la solution est filtrée sous courant il
d'azote dans un flacon & vide purgé de l'air par un barbotage prélimi- Mﬂ
neire dtazote. Pour faire une solution approximativement normale, on P¢
préléve un volume aliquot en travaillant soas azote et en aspirant

au moyen d‘'une pipette munie d'un tube & 0aC., Le volume ainsi prélevé “
%st dilué dans un flacon jawé appro rié purgé d'air par de 1l'eau
Yaichement bouillie et refroidie a 1'abri de 1'air. y
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1e berlin plonge dans un baia thermostatique réglé a 25°C + 0,01.

2 cuve du thermostat et le jH-métre sont reliés a la terre.

le pH-métre utilisé est empl)yé comme millivol'métre et est

gtalonné au préalable par plisieurs tampons standard de pH connu.

on trace la courbe mV en fon:tion du pH. On obiient ainsi une droite
g'étalonnage & partf@i de lagielle on calcule le pH aprés addition
bes golutions titrées. L'appireil est sensible au 0,01 pH~ et donne

1“ Coefficients dtactivité.

Afin de pouvﬂui comparer entre eux le nombre d équivalents H+ ou OH™
ajoutés et le nomhre d'équivailents H ou OH  1l:bres dans la solution,
11 est nécessaire de pouvoir convertir les act:vitiés de ces lomns,
calculés & partir du pH,en concentrations. Nous avons déterminé
expérimentalemnent les valeurs des coefficients d'activité_dens des
conditions expérimentales dé:rites- par une électiotitration & blanc
de la solution de KOl de pH 5 . pH 3 = pH 11 > pH 3.

Soit une solution de nucleat a PH 6. Amenons &8 & pH 3,5. On sait
que pH = 1ogH*~ ., Si 1'on représéthEH ]Q_ l'cetivité des ions
B en équivalent 10~ -6 par litre, on obtient [H JO- 562,%. Or pour
grriver au pH 3,5 nous avons introduit 649,4 épui;élentalo"s par litre
d'ions H'. On voit que [H+]m doit &tre divisé par un coefficlent
d'activité égal a 0,8658. ‘

Soit un pH de 11 . Par un malsomnement identique, nous avons

trouvé que le nombre dfaéquivalents d'ions BH 1libres par litre

de solution et exprimés en concentration}était dormé par la formule
POH = pKeau -~ pH en donnant & pKeau la valeur ¢e 13%,78. Ainsi pour
un pH de 11, pOH = 2,75, soll une concentratior ern ions QH™ de
1.778 équivalents par litre.

2° BEmploi du KC1 0,2M.

Ltemploi du KC1 0,2M est moi ! vé pour deux raiscns.

8) Il est nécessaire de trav:iller & une concertretion saline

élevés afin de minimiser les =ffets de variaticn de force ionigue
apparaissant au cours de 1'¢|z2ctrotitmation sur les coefficlents
d'potivité; {on sait en effel que les courbes -log ¥ en fonction

de A présentent un maximum g:lati aux environs de 0,2 u. ) et de plus
afin de pouvoir négliger 1'i: [luence imprévisitle du nucléate sur
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ses coefficients
b) .Nous evons choisi KC1 et non NaGl (comme d'ailleurs XKOH et non

fn négligeant ces préceutions, les courbes d‘'d&fectrotitration présen-
;;font des snomalies a) une &lectrotitration en retour différent®
&;*1'électrotitr$tion 3 1l'aller et b) une fixation apparente de
goude continuelle. Cette derniére anomalie est due & une réaction
d'échange Na H qui se produit -a& partir dﬂﬂpH voisin de 9- au
gein de 1la pellicule de verrz de l'électrode.

Tes d écalages des courbes d'i#lectrotitration en retrour sont les
résultats des deux effets: ri3génération de l'électrode aux pH de
plus en plus bas, et application dans les calculs de¢ coefficients

dtactivité devenus inexacts.
3° Emploi de solutions de titre élevé.

I1 s'agit d'une précantion sapplémentaire afin de minimiser les
variations de force ionique au cour® de l'électrotitration.
Conclusion.

Moyennant ces conditions, les courbes d'électrotitration de toutes
les fractions sont identiques & 1l'aller et au retwor & 0,05 pH prés.

) Tracé des courbes expérimentales.

Soit q' mbles 10-6 de P. dans les 40 cm§ de solution. Cette valeur
de q' est déterminée par dosage du phosphore minéralisable contenu
dans la solution. Comme on exprime les résultats par 4 mbkes de P. ,
on représente par q =_%i,
Supposons que la solution es’ amenée par addition de HO1 jusqu'a pH 3.
Nous allons donner le principe du calcul appliqué lors de 1'éle ctro-
titration de pH 3 & pH 11,
Soit n = le nombre de cm3 de H§aOH ajouté et de titre comnu,

v = volume total de la colutlon

[ﬂj* la concentration des ions H' libres en equivalents 10 6/1itre.

[HJe *Vv = ]a concentration des lons ' 1ibres contenus

4200 dans le volume v de solution, en équivalents l(]a“6

m L3 =




O  libres en équivalents 10'6/11tra w

es ions OH  libres contenus dans il
en équivalent 10-6. H\

e = 1a concentration des ions

R [o#lexv = 1a concentration a
1000 1e volume v de solutioen,

#n = 1a concentration des jons H' libres contenus & pH 3_gans

’ 1e volume initial de la solution, en équivalents 10 ~. |

= la quantité des ions OH' ajoutés en équivalents 10'6. T
il

s quantité d4'ions OH' fixés par 1

o pour les pH inférieurs a4 7s b =0 - (B - gty

> pour les DH supérieurs ad T: b

igecide nucléique sera donnée par b'= W

= b - (OH" + "H'™). |

i acide M

in by = b' domnera le nombre dféuivalents de base fixé par 1’

mcléique et ramené & 4 P.
)n trace alors b, en fonetion du pH. l

fous les points expérimentaux des figures 32 4 36 ont ét8 gbtenus de ;

cette fagon.
Nous avons éga

trotitration du pH 6,5 4 pH 3 de méme qu
pH 3. Le principe de la méthode de calcul reste évidemment 1€ méme

ra aisément les rodifications & apporter au raisonnement

lement tracé & titre de vérification les courbes d'étec-
e 1la courbe en retour pH 11 &

que méme pour les fractions de poids

Nous insistons gue le faitb
pH 3 » pHll; DPH 11 = pH3

mléculaire élevé, les courbes DB 6,5>pH 33
sont identiques.

D) Tracé des courbes théwriques.

P

les courbes ont été tracées rar application@de la loi de dilution

d'oswald LY - LK ek s degad diimidation—
pH < K+t ¥

A &

L'utilisation de cette formule nécessite donc 1la connaissance des pK.
Levene calcula les pK des différentes fonctions jonisables de l'mcide
ribonucléique par électrotitration de molécules plus simples et
chimiquement Bien connues: nucléotides et nucléosides. Il proposa

les valeurs suivantes:
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groupes phosphoriques prima res: pK: 1-1-2-2.
roupes Kﬁz arcmatiques : guanine: pK &
¢ adénine: pK 3,

4

N =3 WA

: cytosine:pK 4,
oupe OH phosphorique se ondaire : pK = 6,0
groupes OH énoliques ' - ¢+ guanine: pH 10,1
| : uracile: pK 10,2.

Nous avons adopté ces valeu 's aprés les avoir vérifiées per électrow
titration dans les conditiois expérimentales cécrites & partir dea
acides guanylique , cytydyl qpe et adénylique . Tous ne disposions
pas d'acide uridylique. Wou:: avons toutefoils e_dris également le

Les courbes d'électrotitrat on débutent & pH 3. A ce pH les OH
phosphoriques primaires son': ionisés 100%. Les courbes d‘'électrotitra
tion ne peuvent donc nous donner aucun renseignerent 4 leur sujet.
Nous avons ensuite calculé iystématiquement les valeurs ded. de
i%outcs les fonctions depuis pH 3 jusque pH 11, & des intervalles de
pH de 0,5. (vt tadlenw T

T'exsmen des valeurs de A rnontre que lfintervalls pH 3 —> pH 11
Coubre suffisamment le domaine dfionisation, non 1as de toutes les
fonctions ionisables (NH2 do la guanine dnne en effet « = 0,834

4 pH 3), mais au moind de' wie fonction de chacurc des bases.

Soit 1 = une fonction ioniset.ble monovalente.

A = le coefficient d'ionisation d‘'une fonation i pour une
valeur de pH donnée.

= la concentration modlaire de la base posséda t cette fonction
i (tableau II).

Etant donné que toutes les fonctions ionisables sont monoﬁalentes,
la coarbe de yd, (¢ X4) en fonction du pH donners la courbe d'élec~
trotitration théorique ramence par 4 mdles de phosphore. (Lot Pag ﬁ2495

Exemple: soit la fraction ) 0,8. Le tableau 11 nous montre que le

nombre de mdles par mdle de 2., de adénine = 0,265
guanine = 0,299
cytosine= 0,208.

Moyernant ces valeurs, on aira & pH 3 f::*i(0£714¥ =
(0,265 x 4 x 0,166) + (0,29) x 4 x 0,8 34) + (0,208 x 4 X 0,06)= 1,22%.
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Vvaieurs de (A en fonetion du pH.

I el e R A S et s e | g A B b

pH NH. WH, WH, OH phospho-  OH énol. OH énol.
addnine guanies cytosine rique gecon- guanine uracile
X 3,7 K 2,3 K 4.2 daire pK 10,1 pK 10,2
pK 6,0

5 0,166 o8 3 0,06 0 0 0

55 0,386 0,941 0,166 0 0 0

4 0,667 0,980 0,386 0 Q 0

4,5 0,863 0,994 0,666 0,02 9 0 0

5 0,952 1 0,8 63 0,10 0 0
5,5 0,984 1 0,95% 0 24 0 4)

6 0,995 1 0,98 0,50 0 0
6,5 1 1 0,995 0,76 0 0
7 1 1 1 0,909 0. 0 |
7.5 1 1 1 0,969 0,0025 0,0020
8 1 1 1 0,990 0,0079 . 0,0060
8,5 1 1 1 1 0,025 0,020
9 ; 1 i 1 0,074 0,059
9,5 1 11 1 1 0,20 5,37
10 1 ¥ 4 11 0,443 0,387
10,5 1 1 1 1 0,715 0,667
13 i 1 1 1 0,888 0,86%

PR S i

TABLEAT IT1.

TLe tracé complket de la courbe nécessitait cependant la connaissance

dun nombre de OH phosphorique secondaire par 4 moles de F. Lfunique

fagon de procéder étatt dans notre cas de tracer la courbe théprique
en employant dans le calcul un nombre croisséﬂg dtéquivalents de
cette fonction. On choisit 310TS 1le nombre d 1équivaldnts gul donne
1 meilleure correspondance entre les courbes théoriques et expéri-
mentales.

Pour toutes les fractions, 3€ procédé nous a¢ conduitb & adopter

(
0,50 équivandts de OH phospiorique secondaire par. 4 . (fig. 32 a4 %6

(x) Nous donnocns en appendize au présent ohapitre, les valeurs de
Zdifﬂi’{‘!) pour toutes les ~ractions et aux différents pH.
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CONCLUSIONS.

e 1=
T e e e e S e

o Fractions obtenues par extraction fractionnée & pH 5,5.

10 I'examen du tableau II et des courbes dtélectrotitration de la

jgure 32, montrent que toutes 1es fractions obtenues par extraction

fractionnée, excepté X 1—‘{ 0,8~ ){ 0,3, présentent la méme composi-

+tion chimique que 1e nucléate non fractionné. On peut en conclure que

la polydispersité de 1¢ acide nucléique n'est pas de nature ghimique.

2° Ia fraction H’O,B ge caractérise par un déficit en phesphore.

Ce résultat obtenu par chromatographie es® confirmé par la courbe

“v &) sotrotitration de la figure %%, Rappelons en effet que ces courbes

expriment 1 e nombre dtéquivalents de NaOH fixés par 4 P. 81 on

divise le nombre de mbles de basd par mdéle de P. (Tablean II) par

1,18, on trouvera le nombre moyen de mbles de base par tétranncléotide

statistique:
adénine guanine cytosine uracile.
0,267 0,280 0,198 0,263.

En comparant ces valeurs avsaC les résultats obtenus a partir des

fractions normales, on voit que le nombre de m8les d'adénine et

de cytosine concorde & 1,5% prés, tandis que le nombre de méles
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e guanine et d'uracile concorde & 6% prés. Oette divergence 28t |
toutefois trop faible pour 8tre significative. |
3° Le fraction 8’0,3 au contraire se caractérise par un excés de P.
confirmé également par la coarbe correspondante de la glgure 33.

De méme, en divisant le nombre de mSles de base par méle de P.

(tablean II) par 0,95, on Triuvera:

adéhine guanine cytosine uracile
0,261 0,305 0,212 0,220

ILa concordance avec les vd ears relatives aux fractions normales

est excellente.

4° La composition de la fractlon 5’1 (tableau II) est a4 son tour
trés samblable & celle des firactions normales. Or N total > N bhases,
et les points expérimentaux de 1la figure 34 montrent clairement un
fcart important vis-d-vis de la courbe théorique T . Le déficit

en azote NI bases provient donec vraisemblablement dfune substance
azotée présentant un pK dans la région pH 7,5. En effet, en se
basant sur les valeurs rensé .gnées dans le tablean II, en admettant
0,50 équivalent de OH phosphorique secondaire par 4P., et enfin en

supposant 0,60 équivalent & une fonction supplémentaire de pH 7;5J

o A%E -
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obtkent les points théoricues de la courbe Ii . l& concordence

vec les points expérimentaux est trés satisfeisante.

Afin de déterminer si cette rouvelle fonction appartient & un

constituant particulier de 1 'acide nucléigue, nous eveons réalisé une

expérimental es identiques & celles renseignées page 14 et relatives

nucléique.

Nous poubons conclure avec certitude:

8) quelque soit le poids moléculaire de la fraftion, la camposition

moyenne de chaque tétranucléctide statistique est:

adénine: 1,07mble.
guanine: 1,2( méle.
¢ytosine:0,8: méle.
uracile:0,9¢ méle.

OH phosphorique secondair: : 0,50 équivalent.

b) Nous ne connaissons éwvider ment rien quant aux OH phosphoriques,

Primaires et tertiaires éventuels.
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Electrophorése de 1a fraction : Jf1

pH 7

Temps de migration: 35’

fig 37
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¢) Dans les fractions X’O,s et A’ 0,3, il y & respectivement un
déficit et un excés en P, Signalons encore que ces variations
ntaffectent pas le nombre de fonctions JH secondaire.
)Enfin, la fraction K 1 est contaminée par une substence azotée

étrangére présentant un pK de 7,5.

B) Fractions obtenues par précipitation fractionnée.

Le tableau II montre que le préwipitent de Chantrenne, de méme que
le précipitant:GHaoH 20%}L 1,7 pH 3,5, provoque de profondes trans-
formations dans la composition chimique. Celkerci se caractérisemlt

~ par une déphosphori%gtion importante, de méme que par une distri-
bution différente des bases.
1° Ces transformations sont particulidtement importantes lorgue
la préci?itation est réalisée au moyen du précipitant de Chantrenne.
En effet;, nous avons vu que =n ce gqui concerne la fraction A)N total>
N bases. La figure 36 montre également une discordance entre lés
courbes d'électrotitration tiorique et expérimentals.

Ce comportement particulier signifie que la méthode chrometographique

mise au point en vude #le la 3éparation des bases puriques et des
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nucléotides p?rimidiques, n'est plus applicable & la fraction A
par suite de modifications chimiques dans la nature m&me des
congtituants.

2° Quant aux fractions B et Ai, N total = N bases; ce qui est
confirmé par les courbes de la figure 35. En divisant le nombre
de mbBles de base par mdle de P, (tableau II) respectivement par
1,195 et 1,165, on trouvera que le nombre moyen de mdles de base

par tétranucléotide statistique ests

Fraction B~ Fraction Ai
Adénine : 0,233 0,306
Guanine ¢ 0,246 0,290
Cytosine : 0,190 0,175
Uracile @ 0,331 0,230

clegt-a-dire PFraction B: uracile > guanine > adénine >» cytosine.
Praction Aj: adénined guanine > mracile > cytosine.
2° Ia déphcsphoriégtion importente de ces fractions nfaffecte pas

le nombre de OH phosphorique secondaire (0,50 équivalent par 4 P.).

3°Ces phénoménes de dégradation sont cependant intéressants. Ils

|
montrent en effet que -& moins d'admettre une dépolymérisation compiét:

suivie d'une réorganisation partiéelle sulvant un type différent du

premier- la disposition des bases dans la chaine po¥ynucliéotidique
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n'‘est pas satissique. Au contraire, les seguents de celle -ci

seraient inégalement riches en chagque type de base.

Signalons que Zangnhof et chargaff (71) arrivent 4 la méme conclusion

par dégradation engymatique de 1" acide désoxyribonucléique.

Ils trouvent en effet, que aprés action de la désoxyribonucléase,

i1 reste un rédidu non dyalisable de composition nettement différente

de celle du matériel originel et de la fraction dyelisable.

s de haut poids moléculaire.

¢. Tiaisons secondaire dans les fraction

Aprés avoir réalisé & partir de la fraction Y 0,0 les trois courbes
¥

complétes d'électrotitratior pH 8 ~» 3.— 1l — 3, ramenons le pH

4 5,5. 1a concentration finele estde 0,35% en nucléate et B force

ionique en KC1 [L = 0,166.
On détermine le constante desédimentation et on trouve: 854 = 3545

D'autre part, on dissout une guantité de la fraction B’ 0,0 dans

une solution de KGlJ}L.O,lGG, de fagon & avoir une concentration

égale & 0,35%. On améne a pH 3 per addition d'acide chlorhydrique

dilué. Enfin on reméne & pH 5,5 par quelques gouttes de soude diluée.
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Ces additions se font dans les mémes conditions de température | |

et d'agitagion que lors du tracé des courbes d'électrotitration.

(0]
On trouve: 8og = 543,

Bnfin, refaisons wne solution & 0,35% dans KC1 0,166, tamponnéde &
PH 5,5 par un tampon aoétata;}L 0,01. On trouve sgo = 5,70,

On voit que le simple fait d'amener une solution de la fraction Y
0,0 & pH 3, provoque une dépolymérisation tmportante qui ne semble
pas affecter la forme de la courbe d'léectrotitration.

Il est difficile de supposer que cette dépolymétisation soit le
résultat de l'hydrolyse de liaison estler: ribose-acide phosphorigue.
Nous en arrivons ainsi & postuler dans les fractions de haut poids
moléculaire la présence de liaisons secondaires,

Ce comportement est comparable sux observations de Gullend, Jordan
et Taylor (72) et de Gulland (73-74) d'une part, et de Zammenhof#
et Chargaff (75) d‘autre part réalisées & partir desa cides désoxy-
ribonucléiques,

A leur tour Chantrenne, Lendestrgm-Lang e Vendendriessche (76) et

Vandendriessche (77) ont montré, par électrotitration &t dilatométrie,

que la dégradation de 1‘tacide ribonucléique par la ribonucléase se
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décomposait en denx phénoménes: phénoméne de dénaturation ; et phéno-
méne d'hydrolyse des liasisons ester.

Jusqu'a présent la nature de cette superstructure moléculaire de
1tacide ribonucléique est inconnue. Faisons simplement remarquer

que dams de telles substances, la possibilité de phénoménes de réscn

nence est considérable.




e ]

Valeurs de Z;'%L(Qiiu) en fonction du pH (x)

I. Fractions ) 0,9 - 0,7 - 0,5 - 0,4 - 0,2 - 0,1 - 0,0 - 0,0°, |
d

' PH| 0,9 0,7 0,5 0,8 0,2 0,1 0,0 0,0"

| 5 | 1,225 1,173 1,222 1,2%2 1,214 1,240 1,250 1,258

3:5/ 1,672 1,628 1,665 1,680 1,668 1,693 1,705 1,709
2,200 2,167 2,186 2,206 2,205 2,224 2,233 2,2%1
4,3 2,673 2,644 2,657 2,675 2,687 2,696 2,707 2,645
5 {2,973 2,946 2,957 2,974 2993 2,995 3,006 2,989
5,94 3,151 3,123 3,135 3,151 3,174 3,172 5,183 3,165
6 5,320 3,291 3,303 3,320 3,343 3,340 3,358 3;333

6,5 3,464 3,436 3,448 3,464 3,488 3,484 3,496 3,476

7 | 3542 3,514 3,526 3,42 3,566 3,562 3,674 3,554
7,3 3,577 3,549 3,561 3,577 3,601 3,597 3,609 3,589
8 3,598 3,570 3,582 3,598 3,622 3,618 3;630 3,610
8,3 3,638 3,610 3,622 3,638 3,662 3,658 3;670 3,650
9 13,735 3,703 3,721 3,735 3,754 3;752 3;763 3;745
9,5 3,992 3,958 3,986 3,996 4,008 4,006 4,016 4,002
id | 4,494 4,453 4,500 4,501 4,499 4,501 4,506 4,500

I
10,5 5,091 5,094 5,113 5,103 5,083 5,089 5,088 5,093

11 15,489 5,438 5,522 5,503 5,471 5,478 5,473 5,485
(x) %fs ca}culs s%nt effectuéf en _se bgsant_sur les valeurs du tableau

(¢i)et du tableau III {d; ), et en admettant 0,50 équivalent de
OH phosphorique secondaire pour 4 P,
\ = Y2 -~ . —




PH “uctionsYO,m r'racrsiunaﬁ L Fracti s Loy
etXO,j
yo:8 30,3 I IT (%) A B Af

3 ;311 1,157 3,182 1,182 1,295 1,171 1,365
3,5 1,873 1,609 [1,632 1,632 1,867 1,687 1,951
4 2,476 2,111 |2,162 2,162 | 2.872 2,244 2,583
4,5 5,011 2,562 {2,635 3,653 3,088 2,754 3,123
5 3,347 2,851 12,931 2,931 3,342 3,089 3,454
5,5/ 3,539 3,025 13,168 3,108 3,532 3,302 3,642
6 3,713 3,192 13,275 3,294 3,706 3,525 3,814
6.5‘ 3,859 3,336 |3,420 3,475 3;852 %5 123 3;960
(i 3,958 3,414 {3,492 3,643 3,930 3,832 4,039
| ?;5 3,973 3,449 {3,534 3,834 5;965 3;902 4,090
8 3,996 53,409 | 3,554 4,010 3,987 3,914 4,100
8,5 4,042 3,506 3;594 44139 4,026 3,957 4;138
9 4,155 3,595 | 3,689 4,270 4,127 4,076 4,247
9,5 4,459 3,833 13,948 4,542 4,400 4,400 4;535
10 5,049 4,296 14,450 5,050 4,925 5,030 5,093
10,51 4,755 4,644 |5,050 5,650 5;548 5,793 5,758
11 6,226 5,208 |5,450 6,050 5,962 6;307 6;139

(x} 0,60 équivalent

supplémentaire de pk 7,5.
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Lfacide ribonucléique extrait de la le vure par action de la souds, '

tout en répondant auy test) classiques de pureté {chapitre I), menifeste

cependant une polydispersité continue et présente les propriétés

caractéristiques des solutions solides avec des écarts a la loi

de Raoult d'importance varibale en fonction du pH (chapitre III et IV}

Afin de vérifier la nature de cette polydispersité, nous avons

réalisé un fractiomnement par extraction fractlonnée en systéme ‘

discontinu (chapitre IV).

ILa détermination des constantes de difffusion et de s édimentation

de chacune des fractions ainsi obtenues, montre gue la poyldippersité |
est une fonction de masse. ILe poids moléculaires obtenus varient sui-

vant une courbe continue de 8,000 & 46.600 (chapitre V).

Lianalyse chromatographique et électrotitrimétrique de ces mémes
fractions montre que la composition chimique moyenne est indépendante
du poids moléculaire et que, par conséquent, la polydispersité n'est
pas de nature chimique (chapitre VI}.
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La composition moyenne d'un tétranucléotide hypothétique est:

adénine : 1,07 m8le

guanine

1,20 mble

cytosine 0,82 mble

uracile : 0,96 mdle.
OH phosphorique secondaire: 0,50 équivalent.

Deux fractions présentent eependant des taux de phosphore ashormeux

mais ¢ es variations n'affectent pas les OH phosphoriques secondaires.

Nous ﬁontrons la naa@re et l'importance des modifications de atructu-
re chimique que provoque 1l'empléi de systémes solvant-précipitant
Vde pH inférieur & 5,5 (chapitre VI), Ces mémes qbservations‘militent
en faveur d'une distribution non statistique des différents types

de base dans la chaine polynucléotidique.

fious pestulons enfin la présence de liaisons secondaires dans les

fractions de bhaut poids moléculaires.
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