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P R E S E N T A T I O N ,  
=-=-.=-=-=-=-=-=-=--=-= 

Nous avons rédigé cc t r a v a i l  en deux parti,es dis t inctes  
l 'une de l ' au t re .  

Dans l a  Par t ie  Technique, nous regroupons toutes l e s  mé- 
------------II-- 

thodes que nousutilisons. Les techniques que nous avons mises au 
point ou que nous avons modifiées sont décri tes en d é t a i l  avec l e s  
considérations qui nous ont guidées dans ce t r a v a i l  préliminaire. Pocï 
l e s  autres techniques nous donnons l e s  éléments pratiques néoessaire~ï 
a ins i  que l e s  références de base. Cette par t ie  technique es t  auto- 
nome : numérotage des chapitres, des figures, e t  des tableaux a i n s i  
que l a  bibliographie qui f igure  dans l c  texte sous l a  forme d'un 
nombre précédé d'un T. Les r éac t i f s  sont numérotés dans l 'ordre  de 
l eu r  apparition dans l e  texte.  

Dans l a  Par t ie  -------O- Pxeérimentale --,,--,--,? nous exposons nos résu l ta t s ,  
l e s  interprétat ions e t  l e s  discussions qu ' i l s  entraînent. Chaque 
f o i s  que ce la  es t  nécessaire nous indiquons l e  chapitre de l a  par t ie  
technique où l e  lecteur  peut trouver l e s  indications de technologie . 

qui nous ont permis d ' é t ab l i r  nos résul ta ts .  

Pour chacune de ces deux par t ies  l e s  références sont 
numérotées dans l 'o rdre  do l e u r  apparition dans l e  texte  e t  sont 
regroupées dans un index alphabétique ( feu i l les  jaunes pages 93 & 99 
e t  225 à 234). Les figures sont numérotées en ch i f f res  arabes e t  
l e s  tableaux en chiffres  romains. Toutes l e s  indications concernant 

l e s  appareillages e t  l e s  produits u t i l i s é s  sont regroupées dans une 
bibliographie ItMatérieltt e t  signalées dans l e  tex te  par un M. 
suivi  du nombre de référence, 

Les uni tés  sont du système C.G.S. e t  toutes l e s  températures 
sont exprimées en degré centigrade. 



- P A R T I E  T E C H N I Q U E  - 
=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-- - - - - 



_ _ _  ..-,. _ _ -_ --- - -- -._- -.---- -*.+ -. a. * - -.- 1 --- - - ..-- 
1. - CONDITIONS OPEFUTOIRES POUR LE PRECIPITATION PHYTIQUE, 

A. PRINCIPE : ======== 

A pH vois in  de 2,10, l ' a c i d e  phytique p réc ip i t e  
l e s  protéines,  Cette préc ip i ta t ion  n '  e s t  optimale que dans 
certaines conditions de pH, de force ionique, e t  de concen- 
t r a t i o n  en acide phytique (voir  p a r t i e  expérimentale : t r o i -  
sième chapi t re) .  

Nous décrirons d 1  abord une technique de précipi-  
t a t i o n  analytique destinée aux Qtudes quant i ta t ives  e t  en 
p a r t i c u l i e r  8 l a  mesure de l ' i n d i c e  de combinaison phytique 
des protéines.  Après minéralisat ion du préc ip i té  de phytate 
de protéine,  on effectue l e s  dosages de phosphore orthophos- 
phorique e t  de l ' a z o t e  ammoniacal ( p a r t i e  technique : chapitre 
I I ) .  Le rapport  P/N permet l e  ca lcu l  de l ' i n d i c e  de combinaison 
phytique (voi r  p a r t i e  expériment a l e  : deuxième chapi t re) .  

Mous donnerons ensui te  une technique de précipi-  
t a t ion  dest inée à 1 ' étude qua l i t a t ive  du l iquide surnageant 
e t  du p réc ip i t é ,  a i n s i  qul à 1 ' iden t i f i ca t ion  e t  1 'isolement 
des protéines  de ces  préparations. 



R. 1- Réactif - p r é c i p i t ~ n t  : (solut ion approximativement 0,007 1; 
en acide phytique e t  0,05 M en aci8.3 
c i t r ique ) .  

.............. - Ph-ytate de sodium (M. 17) 1 ge 
- Acide c i t r ique  . e . . e e e . . e e e e  10,s ge 
- Eau d i s t i l l é e  e...e........,......q~s~B 1 l m  

Ajuster l e  pH à 2,10 avec de 1' acide chlorhydrique normal. 
Ce r é a c t i f  e s t  d'assez mauvaise conservation e t  il e s t  bon de 
l e  renouveler tous l e s  quinze jours. 

R. 2- Réactif p réc ip i tan t  privé de sodium : 

Pour l ' é tude  de l ' in f luence  de l a  force ionique 
sur la . 'p réc ip i ta t ion  phytique nous avons préparé un r é a c t i f  
par d i l u t i o n  d'une solut ion concentrée d'acide phytique obtenue 
par passage d'une solut ion de phytate de sodium sur une colonne 
d i  échmgeur de cation. 

Faire passer sur une colonne (diamètre: 35 mm, 
hauteur: 50 cm) de DOVYEX 50, X 12 (forme H', 400-600 mesh) 

une solut ion de phytate de sodium à 150 g / l e  Contrôler l e  
pH de l ' e f f l u e n t  de l a  colonne à l ' a i d e  d'un papier indica- 
teur  de pH. Recuei l l i r  l l é l u a t  dès que celui-ci  donne une 

réac t ion  franchement acide (pH infér ieur  à 2). Arrêter  dès 
que l ' e f f l u e n t  devient a l ca l in  a f i n  de régénérer l a  ealonne. 



Il e s t  d i f f i c i l e  d 'él iminer l a  t o t a l i t é  du sodium 
en une seule opération. Il e s t  donc préfér2ble d'effect-uer 

1 un second passage sur une colonne identique à 1aQremière. 
On détermine l e  t i t r e  de l a  solution d 'acide phytique a ins i  
obténue avec un t i t r a t e u r  automatique (M. 38 ) ,  à l ' a i d e  d'une 

l solut ion normale de soude (voir  p a r t i e  expérimentale : 

I premier chapitre : E) . 
2. Technique : --------- 

Dans un tube à hémolyse pour centrifugation 
mesurer : 

- Réactif p réc ip i tan t  (R. 1) . . . . . . . . . . . . . . . . . 5 m l  
- Solution de protéine (environ 3 mg/ml) ..... 1 m l .  

Mélanger par retournement e t  l a i s s e r  reposer 
environ 2 heures à 4'. Lors de cer ta ines  expériences nous 
avons l a i s s é  sédimenter l e  préc ip i té  pendant 22 heures à 4 - O .  

l e s  r é s u l t a t s  sont identiques à ceux obtenus en 2 e t  en 7 heures, 

Centrifuger 10 minutes à 5 000 ou 6 000 tours/  
minute e t  transvaser l e  l iquide surnageant dans un tube à e s s a i ,  
Laisser égoutter sur un papier f i l t r e  jusqu'au lendemain. 
Eh eefet, l e  p réc ip i t é  l a i s s e  écouler lentement un peu de 
l iquide q u ' i l  f a u t  mieux éliminer a f i n  d ' é v i t e r  une cause 
d 'e r reur  par excès sur l e  dosage du phosphore phytique. Essuyer 
soigneusement l e s  parois  in t é r i eu res  des tubes avec un 
papier f i l t r e  enroulé. Boucher en at tendant l a  minéralisation 
(pa r t i e  kechnique : chap i t r e I I  C ) .  



Contr8ler l e  pH du l iquide surnageant avec u,cl 

pH mètre muni d'une micro-électrode combinée (M. 30 - M. 32). 
Ce pH e s t  généralement compris entre  2,10 e t  2,40. Vérif ier  
également que l e  l iquide surnageant ne p réc ip i t e  pas par ad- 
d i t i o n  d 'un volume égal d'acide t r ichloracét ique à 200 g/l .  

La solut ion de protéine u t i l i s é e  comme pr i se  

d ' e s sa i  e s t  préparée avec une solut ion de chlorure de sodium 

à 3 g / l ,  a f i n  d ' é v i t e r  l a  préc ip i ta t ion  des gamma-globulines. 
Pour l ' é tude  de protéines  i so lées  ou de mélanges de protéines 
nous choisissons toujours l a  force ionique l a  plus fa ib le  
compatible avec l a  mise en solut ion de l a  p r i s e  d 'essai .  

Cm PRECIPITATION A LtECHELLE PREZARATIVE : 
~ E = I S P E = ~ ~ ~ = E S = E S = = = = ~ = = ~ Z = I = = E : = = = ~ ~ = ~  

1. Technigue A (d i lu t ion  au 1/25ème). ------ ---- 
Dans un erlen-meyer mesurer : 

Eau d i s t i l l é e  .................. 1 600 m l .  
Phytate de sodium .............. 1 , 3  g. 
Acide chlorhydrique pur ........ 2 m l .  

Agiter jusqu'à dissolut ion complète, a jus t e r  à pH 2,lO 
avec 1 ' acide chlorhydrique normal. 

Dans un autre  erlen-meyer mesurer : 

sérum ou plasma humain ......... 100 m l .  
Soluté de chlorure de sodium à 9g/l 800 m l .  



(Pour l t  étude de préparations de protéines en 
poudre lyophil isée : dissoudre 5 à 7 g. dans 900 m l  de so- 
l u t é  de chlorure de sodium à gg/l.) 

Mélanger l e s  deux solut ions ,  il se forme i m -  
médiatement un p réc ip i t é  abondant. Agiter,  contrôler l e  pH 

e t  l ' a j u s t e r  s i  nécessaire à 2,10. Laisser reposer environ 
une heure, Le p réc ip i t é  sédimente en l a i s s a n t  apparaftre un 
l iquide surnageant limpide. S i  l e  milieu e s t  trouble ou s i  l e  
p réc ip i t é  se sédimente mal, il fau t  chercher une cause d r e r -  
r eu r  éventuelle : force ionique t rop  importante, pH mal 
a j u s t é ,  acide phytique en quanti té suff isante .  

Centrifuger 15 minutes à 5 000 tours  par minute 
dans une centrifugeuse ré f r igérée  à 4'. Pour 1 'étude du l iquide 
surnageant, il e s t  possible de f i l t r e r  l a  préparation sur u n  
papier p l i s s é  SCHLEICHER & SCHULL No 2 O43b (M. 23). S i  l ' o n  
dés i re  étudier l e  p réc ip i t é  il e s t  préférable dl opérer par  

centrifugation.  

2. Technigue ------ --- B (d i lu t ion  au l/lOème) 

Opérer de l a  meme manière avec l e s  proportions 
suivante s : 

- Eau d i s t i l l é e  .......................... 600 ml. 
- Phytate de sodium .................... .. 1,3  65- 
- Sérum ou plasma humain ................. 100 m l .  

... - Soluté de chlorure de sodium à 9 g/ l  300 m l ,  



3. Discussion : -----.----- 

La teclWqr?e A e s t  recommandée pour l ' é tude  du 

précipi té .  En e f f e t ,  avec ine  d i l u t i o n  au 1/25ème l e s  aasorp- 
t lons  des p~c>';6iilcjs du lri.q~ic*e ~u~.riage;mt p m  l e  p ~ é c i p i t é  sont 
plus  limikée S. 

POLX 1' étude ctd surnageant nous préférons l a  
t e c h i q u e  B. Il se prb2dui.t t r è s  cer t~. inenent  une diminu-bion 
dl: rsnderrlent par ailsorp5ion sur l e  pr4cip!-;_'ié, na i s  l e  ~ r o l ~ ~ m e .  
de l iquide -.su_rnagea~~% à t ra i te i -  e s t  Fe~~zcol-~p plus  f a ib ie  . Ceci 
pcrnet d  ' o2êrér p l ~ s  rapi6e~irznt e t  d ' aagliol-er l a  q ~ ~ a l i t  é de 

1 ' excürait phytique . 
Nous p iéf  érons opérer en présence de chlorure de 

sodium. En e f f e t  EISE?TE (Y. 1) d'une p a r t ,  e t  CRABm (T. 2) 

d 'autre  p a r t  on% mo;î%ré que cer tû ins  sér@.mclcd4es scat  plus 
facilement i s o l é s  en pïcjserlee de chlorure de soâivcm. 

4. Prégaration de l ' e x t r a i t  ~ h y t i z e  a q a r t i r  du lieui.de --- ------.---I_--c------ - I _.- PU--------- --- 
surnageant;, 

---II ---,- 

a- Contrôles p S a l  & l e s  : 
.-Y LW ---- 

Immédiatement après centr i fugat ion,  v é r i f i e r  sur 
1 m l .  que l e  l iquide surnageant ne préc ip i te  n i  par addit ion 
dluq volume Sgai d1ar i<e  triclxloracé-biqe à 20 p. 100, n i  par 
mélage avec 'l EL d t  ac ldc  p:?;y-$iyue eilvri-ron C, l  S. 

ContiGler l e  pE qui do i t  ê t r e  eritre 2,10 e t  2,40. 

Ajouter goutte à goutte de l a  soude environ 5 B. pour amener 
l a  t o t a l i t é  du l iquide surnageant à un pH compris. entre  5 & 6, 



Les glycoprotéines é tan t  ins t ab les  en milieu a l c a l i n  év7.ter 
de l a i s s e r  l a  solut ion à un pH supérieur à 7 plus  de quelques 
ins tan ts .  

b- Concentration, dialyse e t  lyo rh i l i sa t ion  Ùu surnageant 
phytique . 

Le grand volume de surnageant phytique do i t  e t r e  
r édu i t  considérablement e t  dia lysé avant de pouvoir e t r e  
lyophi l isé  dans de bonnes conditions. L'évaporation sous 
vide à une température in fé r i eu re  à 40° avec un apparei l  rota-  
t i f  (M. 8) fourn i t  l a  technique l a  plus pratique. L 'u l t r a f i l -  

t r a t i o n  sous 2 à 3 kg de pression par centimètre ca r ré  (18. 19 
M 20 e t  M. 21) au t r a v e r s  d'une f e u i l l e  de cellophane (M. 41) 

e s t  aussi  longue mais év i te  t o u t  chauffage. Nous avons éga- 
lement prat iqué l a  concentration par l a  poudre de Séphadex 
G 25 ( p a r t i e  technique : I V  A). Cette méthode e s t  t r è s  élé- 
gante mais se révèle  f a s t id ieuse  lorsqu e l l e  e s t  u t i l i s é e  
pour des grands volumes. ' 

Enfin l a  concentration par dialyse contre poudre 
ou solut ion concentrée de polymères macromoléculaires (poly- 
vinylpyrolidone : hf 18, ou polyéthylèneglycol : M. 15) e s t  
ce r t e s  plus  rapide mais comporte de g r o s  r isques  de contami- 
nation. En e f f e t  une p a r t i e  de ces  produits dia lyse vers  l e  
l iquide à concentrer e t  il e s t  ensuite t r è s  d i f f i c i l e  de l i é -  

liminer. Les préparations contenant une fo r t e  proportion de 
ces polymères sont i n u t i l i s a b l e s  pour l a  plupart  des études 

qua l i t a t ives ,  e l l e s  peuvent tou tefo is  convenir pour l l i m -  
munisation de lapins.  



Le surnageant concentré e s t  dia lysé contre eau 
d i s t i l l é e  fréquemment renouvel ée a f i n  d Sliminer 1 ' acide 
phytique e t  l e s  ssls minéraux. Il e s t  'possible de dialyser  
contre eau courante mais d m s  ce cas il se forme à l J i n t 6 r i e u r  
des boudins de cellophane unp&ip i t é  de phytate de calcium 
que I f  on élimine par centrifugation.  Après dialyse on termine 
au besoin l a  concentration de façon à obtenir  un volume vois in  
de 25 p. 100 de ce lu i  du volume du serum t r a i t é .  Ce surnageant 
e s t  congelé e t  lyophi l i sé  (M. 40). 

5- Etude gua3.j t a t i v e  du p é r i . o i t é  de phfiate delprotéine : - ----- --lm-- -,,,,,., ,,,L-,--,-- .- ------- ------- 
Immédiatement après l a  centr i fugat ion du pré- 

c i p i t é ,  essuyer soigneusercent l e s  sarobs in té r i eu res  du tube 
à centr i fuger  avec un papier f i l t r e  enroulé. l e t t r e  l e  préci-  
p i t é  en suspension dans un vvlume mini~um de r é a c t i f  R. 3 
e t  l a i s s e r  reposer à 4 O  jusqu'à dissoll i t ion coinplète. 

~ 6 a c t ; i f  3- --- 
- Lessive de soude ..................... 20 m l  

- Chlorure de sodium ................... 9 g*  

- Eau d i s t i l l é e  ................. q.s.p. 1 1. 

La solut ion a lca l ine  de phytate de protéine d o i t  
& t r e  neutral isée  l e  plus  rapidement possible.  Ajouter goutte 
à goutte de l ' a c i d e  chlorhysrique 0, l  N jusqu'à appari t ion 
d'un louche pe r s i s t an t ,  que l ' o n  redissout  avec un minimum 
de soude 0, l  Ne La solut ion obtenue e s t ,  s o i t  t r a i t é e  immé- 
diatenent en fonction des mesures snr ly t iques  envisagées, s o i t  
dialysée contre une solut ion de chlorure de sodium à 9 g/l. 
e t  lyophil isée.  
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f II. - CONDIT 

PERMETTmT LE CffiCUZ DE L'INDICE DE COMBINAISON 1 
...... -................. "...................."......-"a-...-.....-. ." ". 

L t  exécution de notre expérimentation a nécessité 
un t r è s  grand nombre de dosages e t  nous avons é t é  amenés 2 
mettre au point  l e s  techniques d 'analyse automatique que nous 
a l lons  décr i re  dans l e s  chapi t res  qui vont suivre.  Dans une 
première p a r t i e  nous résumons l e s  principes fondamentaux de 
c e t t e  analyse automatique. 

A- PRINCIPES FONDAMENTAUX DE L'ANALYSE AUTOMATIQUE 
= E C = = P E = Z = = = = = 1 ~ = ~ p = = = E = ~ E I 1 5 1 F - ~ ~ = I ~ C = = = = = = = - ~ =  

1. Pom~age e t  dé~lacement des f lu ides  : 
--I - i------ --- i-------------- 

Une pompe consti tuée par des rouleaux d 'ac ie r  
se  déplaçant l e  long de tuyaux en matière plas t ique tout  en 
l e s  écrasant contre un plateau,  pousse l e  l iquide dans l a  
lumière des tuyzux. 

Le volume de l iquide a ins i  pulsé  e s t  fonction 
du diamètre int6réur  des tuyaux. Les parois  de ces tubes de 
polyester  sont d 'épaisseur identique quelque s o i t  l e  diamètre 
de l a  lun iére ,  s i  bien que ]me f o i s  comprimés par l e  rouleau 
tous  l e s  tubes auront l a  même épaisseur e t  subiront l a  meme 
pression. Un OU p lus ieurs  de ces tubes in t rodu i t  dans l e  système 
l a  pr i se  d ' e s sa i  à analyser. Les autres  int roduisent  l e s  



r é a c t i f s .  Il nous f au t  i n s i s t e r  i c i  sur un élément fondamental 
de l 'analyse automatique : à aucun moment il n ' e s t  mesuré de 
volume déf ini .  

A chaque déplacement d'un rouleau d ' ac ie r  de l a  
pompe, l a  colonne de l iquide pulsé dans l e  système e s t  fonction 
de nombreux fac teu r s  : diamètre du tuyau en plas t ique,  sa 
tension,son usure etc.. .  Tout repose sur l e  f a i t  que pow une 
période de temps donné l e s  débi ts  de f lu ides  créés par l a  
pompe res t en t  constants e t  sur tout  l a  proportion des déb i t s  
entre l e s  d i f f é ren t s  tuyaux placés sous l a  pompe r e s t e  rigou- 
reusement s table .  Ceci e s t  toujours r é n l i s é  vu l a  qua l i t é  des 
matériaux u t i l i s é s .  

2. Nécessité d1entrecou2er l e  f l u x  de l i s i d e  par des .................... ---------------- ---- ------ 
bul les  d ' a i r .  ------------ 

Un c e r t a i n  nombre de tubes de qompage e s t  réservé 
à l j in t roduct ion  d ' a i r  (ou d'un au t re  gaz) dans l e  f l u x  de 
l iquide.  Vu l e  f a i b l e  diamètre des tuyaux c e t t e  phase gazeuse 
forme des bul les  qui entrecoupent régulièrement l a  phase li- 
quide. Ceci répond à p lus ie ius  exigences. 

a- l e s  bul les  de gaz év i ten t  l a  dif fusion d'un échanti l lon 
sur l ' a u t r e  ; 

b- l a  rés is tance à l'écoulement provoquée .par l e  frottement du 
l iquide sur l e s  parois  des tubes f a i t  que l e s  zones pér i -  
phériques de l iquide se  déplacent plus  lentement que c e l l e s  
se trouvant à l a  p a r t i e  centrale.  Il f a u t  donc segmenter 
l e  l l u x  de l iqu ide  pour év i te r  des interférences  extér ieures  
aux phénomènes que 1 'on désire enregis t re r ,  



c- l a  tension super f i c i e l l e  à l ' in te rphase  liquide-gaz as- 

sure un lavage des surfaces beaucoup plus eff icace qu'une 
phase l iqu ide  continue. Le système e s t  donc continuellement 
r incé  ce qui l imi te  toute soui l lure  d'un échanti l lon par 
1 ' autre. 

d- lorsque l ' o n  mélange deux l iquides  dans un f l u x  ceux-ci 
(vu leur  différence de densité)  tendent à se superposer un 
cer ta in  temps avant de se mélanger. S i  ce f lux  e s t  entrecoupé 
de bul les  de gaz l o r s  d'un passage dans une bobine hél icoïdale  
à axe horizontal,  à chaque tour de sp i re  l a  couche l a  plus 
dense se trouve à l a  pa r t i c  supérieure du liquide e t  l e  mélange 
e s t  a ins i  t r è s  rapide. 

e- enfin un meme échanti l lon se trouve segmenté en de noab;-eux 
p e t i t s  éléments de réact ion.  Chacun s e r a  t r a i t é  séparémment e t  
à l a  fin du c i r c u i t  5% se présenteront successivement devant 
l e  d i spos i t i f  enregis t reur ,  c ' e s t  l ' i n t é g r a t i o n  de ces nom- 
breuses analyses qui const i tuera  l a  répanse stat ist iquement 
valable de 1 ' appôreil.  

3. Dialyse. ---- -- 
Cet élément e s t  indispensable pour éliminer 

l e s  grosses molécules pouvant i n t e r f é r e r  avec l a  réac t ion  ana- 
lytique désirée  e t  rernplace l a  défécation classique dans l e s  
techniques manuelles. Cette séparation e s t  r éa l i sée  d'une façon 
élégante pa r  l ' in t roduct ion  dans l e  c i r c u i t  d'un plateau de 
rés ine  acrylique dans leqiiel a é t é  creusée une gout t ière .  
Une membrane de cellophane assure l a  fermeture de l a  gout t ière  
e* canalise l e  f lux  du liquide. De l ' a u t r e  c6té de c e t t e  



membrane, une gout t ière  exactement symétrique creusée dans 
un aut re .  plateau de rés ine  acqit ique canalise une solution 
qui se déplace à l a  même vitedrse que l a  d i l u t i o n  de l iquide 
à doser. E l le  r e ç o i t  par dia lyse l e s  p e t i t e s  molécules e t  l a  
su i t e  des opérations analytiques s 'effectuent  sur ce l iquide 
de contre-dialyse. Le dialyseur e s t  placé dans une enceinte à 
température constante (en général 3 7 O ) ,  l a  v i t e s se  de dialyse 
é tan t  fonction de l a  température. 

La dialyse n i  e s t  nécessaire que dans cer ta ins  
cas p a r t i c u l i e r s  ; nous en fournirons de nombreux exemples 
dans l e s  descriptions de techniques qui vont suivre.  

4. Temgs de  arco ours dans l e  c i r c u i t .  --- ----- ------------mu------- 

La pr ise  d ' e s sa i  éventuellement d i luée ,  entre- 
coupée de bu l l e s  d ' a i r ,  dialysée si nécessaire e t  addition- 
née de r é a c t i f s  parcours l e  c i r c u i t  ; s i  l ' incubat ion  de l a  
réact ion nécessi te  un chauffage on f a i t  passer l e  f lux  de li- 
quide dans un serpentin de verre  placé dans un bain-marie à 
t~mpéra tu re  pré-établie ( l e  plus  souvent 95'). Si  l a  réac t ion  
se développe à l a  température du laboratoire  m a i s  demande un 
ce r t a in  temps pour a t te indre  son optimum il s u f f i t  d 'al longer 
l e  c i r c u i t  par addit ion de bobines de verre. Chaque échanti l lon 
se déplace donc l e  long du c i r c u i t  e t  l e  temps du parcours e s t  

toujours identique. Même s i  l a  réact ion chimique n tes t ' .pas  
complètement développée dans l e  temps de l ' incubat ion  cor- 

respondant au c i r c u i t  on peut ê t r e  ce r t a in  que c e t t e  réact ion 
sera  enregis t rée  toujours au n8me stade de son développement. 



Le p lus  souvent l e  d i s p o s i t i f  dlenregistrement 
e s t  const i tué  par un photocolorimètre bicëïLulaire-enregistreur 
muni d'une cuve de lecture  à flux continu. 11 inporte d ' é l i -  
miner l e s  bul les  d ' a i r  avant de f a i r e  passer l e  f l u x  de li- 
quide devant l e  rayon lumineux. Pendant un temps t r è s  court 
l a  dif fusion pourra donc se produire d'un échanti l lon sur 
l ' a u t r e .  C ' e s t  ce qui  explique que l 'enregistrement s o i t  en 
f a i t  une courbe en cloche au l i e u  du rectangle théoriquement 
prévisible.  

Selon l e  pr incipe du montage adopté e t  selon l a  
nature de l a  réac t ion  ( d i f f u s i b i l i t é  du colorant par exemple) 
l a  réponse de l 'enregistrement mettra un temps plus  ou moins 

long à a t te indre  l e  plateau qui const i tue  l a  réponse (trans- 
mission ou densi té  optique). C'est l e  facteur  qui f i x e  l t i n t e r -  
va l l e  de temps minimum entre deux p r i s e s  d 'essa i  successives 
en analyse automatique e t  l imi te  l a  s e n s i b i l i t é  de l a  méthode 
en analyse en continu. 

A p lusieurs  occasions nous avons enregis t ré  l e  
pH du f l u x  de l iquide (voir  plus lo in ) .  Il e s t  évident que 
tou t  autre d i s p o s i t i f  électrométrique peut ê t r e  u t i l i s é  
(conductimétrie, photomètre de f lanne,  compteur de rad ia t ion  e tc . )  

6. Disoosit if  de p i s e  d 'essa i .  
---Li-----,,-- ,,,---- ----- 

a- h a l y s e  automatique : 

Les échanti l lons sont disposés dans des godets 
en nat igre  plas t ique que l ' o n  place dans l e s  o r i f i c e s  d'un 



disque en aluminium placé sur l e  d is t r ibuteur .  Ce dique 
tourne par intermittence e t  présente successivement chaque 
échant i l lon devant un bec mobile supportant un tuyau r e l i é  

un tube de pompe. 

Avec l ' a p p a r e i l  l e  plus courant on dispose de 
t r o i s  p o s s i b i l i t é s  : 

20 pr i ses  d ' e s sa i  par heure ( 3  minutes parc cycle).  
40 I I  I I  II (1  minute 30 par cycle).  
60 II I t I I  ( 1  minute par cycle),  

Un cycle de pr i se  d ' e s s a i  se  d iv ise  en deux temps : 

- Pendant deux t i e r s  de l a  durée du cycle l e  bec de 
prélèvement e s t  abaissé e t  l a  pompe aspire  dans l e  c i r c u i t  l a  
solut ion à doseq 

- Pendant un t i e r s  de l a  durée du cycle l e  bec de prélè-  
vement e s t  relevé e t  l a  pompe aspire rlle l ' a i r .  

Les r é a c t i f s  sont pompés sans in te r rupt ion  s i  

bien que en t re  chaque prélèvement il y a passage d'un f l u x  
de r é a c t i f  pendant une minute, 30 secondes ou 20 secondes 
selon l e  rythme de mesure chois i .  Ceci permet d'une p a r t  un 
re tour  de l ' e n r e g i s t r e u r  vers  l a  l igne de base e t  f a c i l i t e  
l a  l ec tu re ,  d 'au t re  p a r t  assure entre  chaque p r i s e  d ' e s sa i  
un rinçage du c i r c u i t  e t  év i t e  l a  contamination d'un échantil- 
lon par 1 ' autre 

Pour cer ta ines  analyses on peut disposer d'un 
d i s t r ibu teur  grand modèle nuni de tubes de 10 m l ,  e t  dont on 
peut zégler  à volont6 l e  temps de passage de l a  p r i s e  d ' e s sa i  
e t  l a  durée t o t a l e  du cycle de prélèvement (M. 34). 



Analyse en continu 

Le tuyau de p r i se  d ' e s sa i  aspire  continuel- 
lement l a  solut ion à doser s o i t  dans un milieu en cours d  'évo- 
lu t ion  (réact ion enzymatique, milieu de cu l ture ,  etc. .  .) s o i t  
dans un f l u x  régu l i e r  de l iquide ( c i r cu la t ion  sanguine d'un 
homme ou d 'un animal, e f f luent  d'une colonne à chromatographie, 
l iquide à l a  s o r t i e  d'un gradient e tc . .  .). Après traitement 
selon l e s  méthodes habi tue l les  on obt ient  un enregistrement 
continu de l t évo lu t ion  de l a  composition en un ou plusieurs  
composés analysés. Dans l e  cas d'une chromatogkaphie on t r ace  
l e s  clochers successifs  d r é l u t i o n  des composés ayant une 
réac t ion  analytique commune. 

Afin d ' év i t e r  une t rop  grande diffusion il 
importe dans tous l e s  cas de réduire  l e  plus  possible l e  temps 
mort en t re  l a  .prise d f e s s a i  e t  l e  bullage. 

Les abcisses du t r acé  d'enregistrement é tant  
une fonction du temps il importe que l e  f l u x  de l iquide où 
s 'effectue l e  prélèvement continu s o i t  auss i  régul ie r  que 
possible.  C 'es t  pourquoi dans l e  cas  d'une chromatographie, 
on régular i se  l e  débi t  de l a  colonne avec une pompe ( s o i t  l a  
pompe de 1 autoanalyseur s o i t  une pompe à pis ton  du type 
Minipump (M. 37). 

7. Etalonnage -------- - : 
On dispose sur l e  pla teau d i s t r ibu teur  des solu- 

t i o n s  étalons. Celles-ci sont t r a i t é e s  d'une manière s t r i c t e -  
ment identique à c e l l e  des échanti l lons à doser. D'a i l leurs  
il e s t  préférable ,  chaque f o i s  que possible,  d ' i n t e rca le r  l e s  



étalons dans l a  s é r i e  des dosages ce qui permet un contr8le 
périodique de l a  s t a b i l i t é  de 1 ' étalonnage. 

Toute l a  précis ion de l a  technique repose sur 
deux exigences : 

- S t a b i l i t é  absolue des conditions de traitement : 

longueur des c i r c u i t s ,  température, optique du colo- 
r imètre ,  électronique de l ' en reg i s t r eu r ,  

- I d e n t i t é  en t re  l a  nature des é ta lons e t  c e l l e  des 
prélèvements à doser. Nous verrons plus  l o i n  q u ' i l  

f a u t , ' l o r s  de l a  mise au point  d'une méthode, t e n i r  l e  p lus  ' 
grand compte des éléments susceptibles d influencer l a  r éac t ion  
u t i l i s é e  ( ac id i t é  d 'un l iquide de minéralisat ion,  catalyseur,  
etc. , . ) .  Il faudra au besoin f a i r e  en t re r  ces  éléments dans l a  
composition des solut ions  étalons. 

CoNcLUSIoN 
====tlE=== 

Dans c e t t e  p a r t i e  technique nous avons u t i l i s é  
l l ana lyse  automatique à des f i n s  t r è s  diverses  : 

1- Analyse aut onatique classique,  en p a r t i c u l i e r  appliquée 
au dosage du phosphore orthophosphorique e t  de l f a z o t c  am- 
moniacal dans l e s  l iqu ides  de minéralisat ion (Chapitres II D 
e t  II 8 ) .  

2- Minéralisation continue (chapitre II F). 
3- Etude de l a  composition d'un l iquide à l a  s o r t i e  d'un 

système de gradient (Chapitre I I I ) .  
4- Comme manipulateur automatique pour l a  r é a l i s a t i o n  de 

p réc ip i t a t ion  phytique avec un r é a c t i f  p réc ip i tan t  dont l a  

composition évolue progressivement (Chapitre III. ) 



Y i ~ w e  --aa--...----... 11O 1 - Vu7 d t~ r i s e i ab l e  d ' un  a p n a r î i l  i;oilr aii:Q-;).rse aii tonatiwe 

(l~utoanalgseur Tecimican 1:. 33) 

(Voir  l<:.iietide üescripti:ve ùe la f i t p r c  i i o  2). 



F i e r e  NO 2 : Schémd descr ip t i f  dlwn appare i l  pour analyse automatiqm 
-W.. --m...----- 

(c3u.toanalyaeur Technicon rd.. 7 3 )  
Les fitxides se déplacent de d r o i t e  à gauche. 

1- Keactlfs. 
2- 0istribüt;eur ci 6échmtilLLon. 
3- Pompe propor t i smante .  
4- Dialyseur à terp6raîxre constante. 
5- Bain-il~arie ü temperatrare constar~te,  
6-  Colarimètre. 
7- f , ~ $ . s t r e u .  
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B- PRINCIPE -----_ _--___ DE LA MESURE DE L'INDICE DE COMBINAISON PHYTICJUE: 
- - - - - - ? l - - - - - - p - l = = = : C C 3 C G W 3 - C F Z = = P = = e = I E I W i C  3= 

Dans l a  pa r t i e  expérimentale deuxième chapi t re ,  
nous donnons l e s  c o ~ s i d é r a t i o n s  qui nous amènent à l a  défi- 
nition de l ' i n d i c e  de combinaison phytique d'une protéine : 
c ' e s t  l e  nombre d ' équivalents de phosphore phytique 
combinés à 100 équvalents dans l e  p réc ip i t é  de phytate de 

protéine . 
La préc ip i ta t ion  e s t  effectuée selon l a  technique 

que nous venons de décr i re  au chapi t re  précédent. Après m i -  
néra l i sa t ion  sulfurique e t  d i l u t i o n ,  on dose l e  phosphore 

orthophosphorique e t  1 ' azote ammoniacal. On peut a i n s i  
é t a b l i r  l e  rapport  phosphore phytique / azote protéique 
correspondant à un préc ip i té  de phytate de ,protéine. Ce rap- 

/ 

port  permet de calculer 1 ' indice de combinaison phytique . 
l Il f a u t  noter que nous dosons l e  phosphore e t  
l 

l ' a zo te  sur l e  meme minéralisat.  Les per tes  l o r s  de l a  
repr i se  du p réc ip i t é  e t  de l a  d i l u t i o n  du minéralisat 
n ' entraînent aucune erreur sur l a  détermination du rapport 
P/N, donc de l a  mesure de 1 ' indice de combinaison phyti-que . 

C- MINERALISATION -----------=== ----------- 

Verser dans l e  tube à hémolyse contenant l e  phytate 
de protéine,  2 m l .  de l a  solut ion a lca l ine  (R. 3) .  Laisser 
reposer une heurs à l a  température du laboratoire.  Transvider 
dans un matras de Kjeldahl, r ince r  l e  tube à hémolyse avec 
10 m l  de r é a c t i f  de minéralisation (R.4) u t i l i s 8  en plusieurs  

fois .  



Terminer l e  rinçage avec quelques m l .  dl eau d i s t i l l é e ,  

- R. 4 : Réactif de minéralisat ion 

- Eau d i s t i l l é e  .. . .... .. . ... ..... . ..,. .. 800 m l .  
- Sulfate  de potassium (R.P.) ...,. ,...,. 20 g. 
- Acide sdfurique (MERCK ou R.P. ) . . . . . . . 100 m l .  

L,îissexb r e f r o i d i r  e t  compléter à 1 1. avec de l ' e a u  d i s t i x e .  
Ce r é a c t i f  do i t  6 t r e  conservé avec l e  plus  grand soin pour 
év i te r  s a  contamination par l'ammoniac de llatmosphère. 
Certains catalyseurs de minéra l i sa t ion  perturbent l e  dosage 

l e  as 
calorimétrique de 1 ' azote. C 'es t  en p a r t i c u l i e r  8e l ' i o n  
cuivre (AGMERAY T. 3).  Le su l fa t e  de potassium qui élève 
l a  température d f  ébu l l i t i on  de 1 ' acide sulfurique e s t  suf f i san t  
pour assurer une minéralisat ion rapide e t  ne gene aucunement 
nos mesures. La  minéralisat ion s 'effectuer selon l e  protocole 
hzbi tuel  : chauffer modérément pour f a i r e  évaporer 1 ' eau 
e t  ensuite pour maintenir à douce ébul l i tpn,  Quand l e  l iquide 

e s t  parfaitement limpide depuis au moins t r en te  minutes, lais- '  
se r  r e f r o i d i r  puis a jouter  avec précaution environ 10 m l ,  
d'eau d i s t i l l é e .  Transférer dans un tube jaugé à 25 m l .  

compléter au t r a i t  de jauge avec l e s  eaux de rinçage du matras, 
Boucher soigneusement en attendant l e  dosage. 

D- DOSAGE DU PHOSPHORE ORTHOPHOSPHORIQUE DANS LE MINERALISAT, 
= = = = = = = = = = = = = l = E = = ~ ~ ~ ~ ~ = = C ~ = E = 1 C = J J T 1 C ~ 1 ~ = ~ = = ~ 7 a C ~ ~ ~ = G G Z =  

La presque t o t a l i t é  de nos dosages de phosphore a 
é t é  esfectuée à 1' aide d'un apparei l  d analyse automatique 

(XI, 33). Nous reproduisons ci-après la technique que nous 
u t i l i sons .  Toutefois, à l ' i n t e n t i o n  des expérimentateurs ne 



possédant pas ce tyse  drappare i l ,  nous avons publié par ril- 
leur s  (COURTOIS Te 4, T. 5, Te 6) une technique manuelle 
pouvant t r è s  bien convenir aux mesures occasionnellese 

En milieu faiblement acide, l ' i o n  phosphorique 

donne avec l e  r é a c t i f  nitrovanado-molybdique de MISSON 

(T. 7) une coloration jaune dont l e  maximum d1absorp&ion .. 
se trouve au voisinage de 3 600 A (COURTOIS T. 8 - HENRY T. 9). 

2. Réactifs  -------- 
R. 5- Solution nitrovanadique : 

.................. - Vanadate C"anmonium 5,7 go ........................ - Eau d i s t i l l é e  1 1. 

Dissoudre à chaud, l a i s s e r  r e f r o i d i r  e t  a jouter  avec précau- 
t i o n  l a  solut ion s é p a r é e  p.2 a i l l e u r s  : 

- Eau d i s t i l l é e  ................. 660 m l  

................ - Acide n i t r ique  (R.P. ) 134-0 m l  

Le p réc ip i t é  rouge qui se forme d'abord se  redissout dans 
ub excès d'acide n i t r ique .  

R. 6- Solution de molybdate d'ammonium : 

' ~ ~ . . ~ ~ ~ ~ ~  - Molybdate d;  ammonium (R.P. ) 100 g. 

.................... - Ammoniaque (R.P.) 10 m l .  

- Eau d i s t i l l é e  ................... .....q w ~ . p e  1 1. 



Dissoudre à chaud l e  molybdate d ammonium dans environ 
dans 900 m l .  d f  eau d i s t i l l é e .  Laisser r e f r o i d i r .  Ajouter 

l'ammoniaque e t  compléter à 1 1. avec de l ' eau  d i s t i l l é e .  

R. 7- Réactif de Misson: 

- Solution nitrovanadique (R. 5) .......... 300 m l .  
- Solution de molybdate dtammonium (B. 6 ) ,  . 200 m l .  ........................... - Eau d i s t i l l é e  500 ml .  

Les r é a c t i f s  R. 5, R. 6,. R. 7 se  conservent parfaitement.. 

R,  8- Solutions étalons: 

Solution mère : 'l mg de phosphore par m i .  - 

- phosphate monopotassique (R.P.) sec  .......- 4,387.g. .. 
. - Eau d i s t i l l é e  ......................... q. s .p. 1 .  1. 

- .- 
Gamme étalon : On prépare l a  gamme é ta lon-par  d i lu t ion  de 

l a  so lu t ion  mère . s o i t  dans l ' e a u  d i s t i l l é e ,  s o i t  dans une 
soLution dJ acide sGifurique, de façon .à obtenir  une . ac id i t é  
comparable à c e l l e  des minéral isats  d i lués  à doser. La 

conssrvation e s t  assez banne en flacons de polyéthylène. . ._ 

~ La f igure  N* 3 donne l e  circuit du ghaophore ortho- . 
p h a q b r i q u e  vec un apparei l  pour. analyse automatique (M. 33) 
Lazprise d 'essa i  e s t  effectuée par l e  tube.Ne 1 (ve r t )  e t  

entrecoupée de bu l l e s  d1  a i r  (tube No 2:vert)-. . L1exbr&mité -de * 

ces .deux tubes e s t  .fixee sur une tete de prélèvement à double 
. .  - - 'bec (T). On di lue  par de l 'eau.  d i s t i l l é e  (tube No 3 e t .  $:verts) 



e t  on ajoute l e  r é a c t i f  de MISSON (R.7) (tube No 5 : vert). 

La réac t ion  colorée se produit presque immédiatement, 
il e s t  cepridant préférable d1 attendre quelques minutes avant 

de f a i r e  l a  lec ture  pho%ométrique. Ce d é l a i  e s t  obtenu à 
l ' a i d e  d'un serpent in  de verre dont l e  seul  r ô l e  e s t  de 

r e t a rde r  un-?-peu l e  passage par l a  cuve du photomètre. S i  
l ' o n  ne possède pas de bobine r e t a r d ,  il e s t  t r è s  possible 
d ' u t i l i s e r  l e  serpent in  d'un bain-marie. Entre 10 e t  95O, l a  
colorat ion obtenue e s t  indépendante de l a  température. 

Le photom&e e s t  équipé d'une cuve de lecture  de 
10 mm. d 'un f i l t r e  i n t e r f é r e n t i e l  de 3 630 11, e t  d'un verre de 
couleur P1LZ3AIVIANTOIS WV4 (M. 16). 

4. Discussion : ---------- 
Avec ce d i spos i t i f  il e s t  possiblrs.de doser 0 ,2  

à 20 pg/ml de phosphore orthoshosphorique. A 3 630 N. l a  colo- 

r a t i o n  e s t  assez peu sensible aux var ia t ions  de pH de l a  p r i se  
d 'essa i .  Il s u f f i t  de d i luer  l e  minéralisat  de façon à obtenir  
un pH ent re  1 e t  2. A pH a l c a l i n  l a  réac t ion  e s t . g e r t w b é e  
e t  l e s  bases f o r t e s  d6Eoloren.t l e  r é a c t i f  de MISSON. Les 

f i l t r e s  i n t e r f é r e n t i e l s  donnent une bande:<passante sa t i s fa i santu  
(+ - 18 mp à demi-hauteur) dans l a  zone de 363 y, mais i l s  
l a i s sen t  l e  plus souvent passer une fa ib le  quanti té de lumière 
ver te  e t  rouge. C'est  pourquoi il fau t  adjoindre au d i s p o s i t i f  

photométrique un verre de couleur qui absorbe ces rad ia t ions  
parasi tes .  
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Figure No 3 : -- -------- Circui t  d ' analyse automatique pour l e  

dosage du phosphore orthophosphorique 
(Chapitre 11. D - 3 ) .  



La technique que nous avons mise au point  présente 
quelques avantages par  rapport  aux techniques i n i t i a l e s .  La 
lec ture  à 363 m p  au l i e u  de 420 mp donne ~ n e l ' p l u s  grande 
s e n s i b i l i t é  aux mesures. De plus,  à 420 mu, l e s  var ia t ions  
de pH dans l a  zonu acide entraînent  des erreurs .  Il fau t  
dans ce cas opérer en milieu taqponné par l ' a c é t a t e  de 
sodium. 

Toutefois à 363 mp l 'absorpt ion du r é a c t i f  de IdISSON 

e s t  assez importante. C 'es t  pourquoi nous avons u t i l i s é  un 
double bec de prélèvement. Pendan* l a  p r i s e  d ' e s s a i ,  l e  tube S32 

i n t rodu i t  de l ' a i r  dans l e  c i r c u i t .  L o r s  de l ' i n t e r v a l l e  en t re  
deux p r i ses  d 'essa i  l e  tube No 1 e s t  re levé e t  aspire  de l ' a i r .  

Pendant ce temps l e  tube No 2 se trouve abaissé e t  plonge 
dans un réc ip ien t  à niveau constant contenant de l ' e a u  
d i s t i l - l ée .  Les tube No 1 e t  2 é tant  identiques,  l eu r  débit 
e s t  équivalent e t  l e  rBact i f  de MISSON se trouve toujours 
d i lué  dans l a  même proportion. 

E- DOSAGE DE L '  AZOTE AMI~ONIACIZL DANS LE MINERALISAT ==----=----------------------------------- ---- ......................................... 

1. P r i n c i p  ----a- ...- : 

On s a i t  depuis BERTHELOT (T. I O )  que l'ammoniac 
en p e t i t e  quant i té  dans une solut ion a lca l ine  de phénol forme 
avec l lhypochlor i te  de sodium du bleu d'indophénol.. La réac- 
t i o n  se déroule en p lus ieurs  stades successifs  selon l e s  
équations suivantes : 
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Les var ia t ions  de pH du milien exha înen t  des 

modifications de l a  v i t e s se  de développement de l a  réact ion 
e t  de l ' i n t e n s i t é  f i n a l e  de l a  coloration.  S i  l e  rapport 
soude/phénol augmente, l a  coloration se  développe plus rap i -  
dement: mais l a  densi té  optique maximale diminue e t  n ' e s t  

constante que pendant un temps t r è s  court.  

Le n i t ropruss ia te  de sodium e t  l 'acétone agissent 
comme catalyseurs,  s o i t  isolément, s o i t  en association, Avec 
l 'acétone l a  réac t ion  se développe t r è s  rapidement e t  l a  colo- 
r a t i o n  e s t  t r è s  s t ab le   l lu sieurs mois à 4 O ) ,  (CROWTHEE?, T. 11) 

Le n i t ropruss ia te  de sodiurn donne une cdoration deux à t r o i s  
f o i s  plus intense que c e l l e  obtenue avec l 'acétone mais l e  
développement e s t  beaucoup plus l en t  (FXNTON T 12). L'as- 
so c ia t ion de ces deux catalyseurs perme&& une incubation p lus  
courte avec une s e n s i b i l i t é  à peine plus  f a ib le  que c e l l e  
obtenue avec l e  n i t ropruss ia te  de sodium. Les tuyaux de 

polyviayl qui entrent  dans l a  fabr ica t ion  des c i r c u i t s  
d'analyse automatiqus se détèr iorent  rapidement en présence 
d'acétone. Nous préférons finalement u t i l i s e r  l e  nitroprus- 
s i a t e  de sodium seul. 



Nous avons appliqué à l 'analyse automatique l a  tech- 
nique de BERTHELOT (Tm 13) ,  avec l e s  perfectionnements ap- 

portés par LUBGCHINSKY e t  ZBLTA (T. 14) e t  par FLEURY e t  
EBERHARD (11. 15). Nous avons cherché à rendre l a  technique 

directement u t i l i s a b l e  pour des minéralisats  d i lués  présen- 
t an t  une a c i d i t é  comprise entre  1 e t  2 N. Pour ce la ,  nous 
préparons tous  nos r é a c t i f s  avec une solut ion concentrée de 
phosphate disodique. Une quant i té  optimale de soude assure 
l l a l c a l i n i s a t i o n  du milieu. Le pouvoir tampon des r é a c t i f s  
e s t  su f f i san t  pour év i te r  que l e s  légères différences d ï a c i -  
d i t é  d 'un prélèvement à l ' a u t r e  n 'entraînent  des e r reurs  dans 
l e s  mesures. 

Notre technique d i f f è r e  des autres  techniques auto- 
mat i ques (FERILARI, T. 16) par l f u t i l i s a t i o n  d 'un catalyseur. 

Elle e s t  volontairement moins sensible que l a  technique de 
GIRARD (T. 17) e t  ASSOUS (Tm 18) qui e s t  plus spécialement. 
adaptée au dosage de 1' ammoniac du sérum humain. 

2. Réact i fs  : -------- 
R. 9- Solution de phosphate disodique saturée: 

Dissoudre à chaud environ 2 kg. de phosphate disodique 
12 H20 dans environ 6 l i t r e s  d'eau d i s t i l l é e .  Laisser reposer 
une semaine à l a  tempédrature du laboratoire .  A p a r t i r  du 
deuxième jour, ag i t e r  de temps en temps . F i l t r e r  avant 
usage. 



R. 10- Soude diluée : 

- Lessive de soude .................. 400 ml 
- Eau dis5illée ..............q. s.p.r 2 1, 

R. 11- Solution tampon : 

Mesurer à l'éprouvette : 

- Solution saturée de phosphate disod.ique (R. 9) 4 1. 
- Soude diluée (B. I O )  .................... ,,,. 1 1, 

@ter pour mélanger. Ce réactif tend & déposer légèrement 
il est bon de le préparer quelques jours à l'avance et de 

filtrer au moment de l'emploi. Il vaut mieux éviter de 

verser la lessive de soude dans la solution saturée de phos- 
phate disodique. Il se forme un précipité de phosphate triso- 

dique difficile à redissoudre. 

R. 12- Solution de phénol : 

- Phénol pur ........................ 50 g- 

........... - Solution tampon (R. II) 1 1. 
............... - Eau distillée q.s.p 2 1. 

Re 13- Solution d 'hypochlorite de sodium 1 , 5 O  chlorométrique: 

- Solution concentrée dlhypochlorite de sodium q.v ........................ - Solution tampon (R. II) 1 ? 

- Eau distillée ............................ .,q.s.p 2 



R. 14- Solution mère de n i t ropruss ia te  de sodium : 

Solution à 1 '$6 dans l ' e a u  d i s t i l l é e .  La conser- 
vation e s t  assez borme à l ' a b r i  de l a  lumière. Renouveler tous  
l e s  mois. 

R. 15- Solution di luée de n i t ropruss ia te  de sodium (A/10 000): 

- Solution mère de n i t ropruss ia te  de sodium (R. 14) . . 20 xi. 
............................ - Solution tampon (B. 11) 1 1 ,  

- Eau d i s t i l l é e  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . * . . . . . . . . . . . q .  S.P. 2 L, 

A f a i r e  extemporanément. 

R. 16- Solution acide : 

...................................... - Eau d i s t i l l é e  800 Y;. 

- Acide sulfurique (Merck ou R.P. ) ................... 80 1 ~ 7 .  

Laisser r e f r o i d i r  e t  compléter à 1 l i t r e  avec de l ' e a u  . 

d i s t i l l é e ,  

Ce r é a c t i f  d o i t  Q t r e  conservé en flacon bouché émeri, 
Il ne d o i t  jamais être%ouché plus de quelques ins tan ts .  Diluer 
ce r é a c t i f  au-demi avec de .Liteau d i s t i l l é e  pour r ég le r  l e  
100 p. 100 de transmission. 

R. 17- Solutiom mère de s-ate d'ammonium (1 mg7 d'azote par  m l ) :  

..................... - Sulfate dC.ammonium (R.P.) sec 4,7-'!!-? ; 

- Eau d i s t i l l é e  ............................. q.s.p. 1 1, 

Bonne conservation en flacon bouché émeri. 



R. 18- Solutions étalons d 'azote ammoniacal (de 1 à 50 pg/ml.) 

......................... - Solution mère q.v. ................ - Solution acide (R. 16) 100 m l .  

.................. - Eau d i s t i l l e e  q.s.p. 200 m l .  
Bonne conservation en flacons de polyéthylène. 

3 .  Technique : 
---mm- a- 

La f igure  No 4 donne l e  c i r c u i t  pour le.'dosage 

automatique de 1 ' azote ammoniacal dans un minéralisat  di lué,  
La p r i se  d ' e s sa i  (tube N3 1 : n o i r )  e s t  diluéepar une solut ion 

tampon (H. 11, tubes N' 2, 4 e t  5 : violek).  Le f l u x  e s t  en- 
trecoupé de bu l l e s  d ' a i r  (tube No 3 : v i o l e t )  pr ivé d'ammoniac 
par passage sur acide sulfurique (B). On ajoute successivement 
l e  phénol a l c a l i n  (R. 12,  tube No 6 : v i o l e t )  l lh~ypochlor i te  de 
sodium (R. 18, tube No 7 : v i o l e t )  e t  l e  n i t ropruss ia te  de 
sod im (R. 15- tube Na 8 : v i o l e t ) .  Après passage dans un 
bain-marie à 9 5 O ,  on effectue l a  lec ture  photométrique à 
625 np dans une cuve de 6 mm. 



32 b i s ,  

F i p e  No 4 : Circui t  d'analyse automatique pour l e  -- --------- 
dosage de 1 <azote ammoniacal (chapitre II E 3) .  



Cette technique e s t  u t i l i s a b l e  de 1 à 30 pg/ml 
d'azote ammoniacal. Avec un peu moins de précision on peut 
évaluer l e s  taux  ent re  30 e t  50 pg/ml. Il e s t  t r è s  f a c i l e  
d'adapter c e t t e  technique à des concentrations d i f f é ren tes  
en modifiant l e  diamètre des tubes. Il fau t  dans ce cas  f a i r e  
quelques é s s a i s  pour v é r i f i e r  que l e  pouvoir tampon des réac- 
t i f s  r e s t e  su f f i san t .  

4. Discussion : ---------- 
Lors de l a  a i s e  au point  de c e t t e  technique nous 

avons cherché à incorporer dans l e s  d i luan t s  e t  l e s  r é a c t i f s ,  
un système tampon suf f i san t  pour neltrtraliser l ' a c i d i t é  du 
minéralisat e t  sur tout  gour compenser l e s  légères différences  
d ' a c i d i t é  d 'un échanti l lon à l ' a u t r e .  Les meilleurs r é s u l t a t s  
sont obtenus avec un tampon phosphate disodique-soude (R. I'i) 
Le phosphate disodique à 80 p. 100 de l a  sa tura t ion  e s t  insuf-  
f i s a n t  pour maintenir l e  milieu à un pH suffisamment a l ca l in .  
Les prélèvements l e s  plus  acides donnent une erreur  t r è s  n e t t e  
pa r  défaut. Cette erreur  e s t  moins importante lorsque l e  tam- 
pon comprend 0, l  N de soude. Pour une concentration en soude 

de 0 ,2  N dans l e  r é a c t i f  R. 11, on obt ient  des colorations 
identiques pour une gamme étalon ammoniacal entre  l e s  a c i d i t é s  
de 0,3 à 2 ,2  N en acide sulfurique. Au-delà d'une teneur en 
soude de 0,3  N dans l e  tampon R e  11, l a  méthode devient moins 
sensible. (AGNERAY T. 19). 

Nous avons dé jà  s ignalé  que l e s  ions cuivre apportés 
par cer ta ins  catalyseurs  (parexemple 3e mélange de BOIVIN) 
i n t e r fè ren t  considérablement dans l e  dosage. La colorat ion 
obtenue e s t  fonction inverse de l a  teneur en cuivre. Cette 



i nh ib i t ion  e s t  probablement l i é e  à l a  formation de comp3.exes 
cuproamminés. Il e s t  donc préférable d ' é v i t e r  d ' u t i l i s e r  comme 
catalyseurs l e s  métaux donnant facilement des complexes, pour 
notre p a r t ,  nous u t i l i s o n s  uniquement l e  sulfate de potassium 
pour élever l a  température d 1  ébul l i ton  de 1 ' acide s i ~ l f ~ l r i q u e  , 

La presque t o t a l i t é  de nos mesures a é té  effectuée 
avec LUI appareil lage d ' analyse automatique (M. 33). Toutefois 
pour l e s  expérimentateurs ne possédant pas ce matériel ,  nous '  
avons publié une technique manuelle pouvant ronvenir pour des 
mesures occasionnelles (COURTOIS T. 20, T, 21) 

F- MINERALISATION -------a ___--- ---------- AUTOMAICI€JJE .-.. CONTINLTE AVEC DOSA '3 SINlITLTANE 

DE L AZOTE ET DU PHOSPHORE. 
====93E===S PEl-l-Y=====3=== 

La minéralisat ion automatique continue permet de 
t r a i t e r  chaque prélèvement dans des conditions aussi  identiques 

que possible. LI a c i d i t é  du minéralisat  à l a  sort ir  de l ' a p p a r e i l  
e s t  gratiquement constante e t  on peut,  par addition automatique 
d'une base f o r t e ,  obtenir  un l iquide de pH convenable (PH 1 à 2) 
Sur une p a r t i e  a l iquote  de ce l iquide on dose simultanément 
l ' azo te  e t  l e  phosphore. Nous avons adapté au minéraliseur 
automatique continu (M. 3.5) l e s  techniques automatiques de 
dosages du phosphore e t  de l ' azo te  que nous avons déc r i t e  dans 

l e s  c h p i t r e s  précédents. Pour c e t t e  mise au point nous nous -: 

sommes insp i rés  des travaux antér ieurs  e t  en pa r t i cu l i e r  de 
ceux de FEEBARI (T. 22) e t  de WHITEHEAD (T, 23). 



L ' u t i l i s a t i o n  du n i t ropruss ia te  de sodium comme catalyseur 
nous a permis de réduire l e s  p r i s e s  d ' e s sa i  nécessaires pour 
l a  réac t ion  de BERTHELO!i!. Halheureusement nos préparations 

de phytate de protéine sont plus  r i ches  en azote qu'en phos- 
phore, a l o r s  que l a  technique de dosage de ce dernier  e s t  ' 
beaucoup moins sensible. C 'es t  pourquoi nous réservons l a  plus  
grande p a r t i e  du minéralisat pour l a  réact ion de MISSON. On 

remarquera que l e  volume de l a  p r i s e  d ' e s sa i  pour ce dosage 
e s t  t r è s  nettement supéri2u.r à ce lu i  du r é a c t i f  u t i l i s é ,  ce 
qui e s t  tou t  à f a i t  inhabituel  en analyse automatique. Ceci 

e s t  possihle $race au prélèvement continu d'une p r i s e  
d 'essa i  dans un flux de l iquide à doser dont tous  l e s  éléments 

sont constants à l 'exception de l a  teneur en ion orthophos- 
phorique. Dans ce cas, il ne se  présente plus  de d i f f i c u l t é s  
pour r é a l i s e r  m e  d i lu t ion  constante de r é a c t i f  de MISSON , 
comme nous l 'avons vu dans l e  cas d'une analyse avec prélè- 
vement intermittent (voir  chapitre II D). Il nous e s t  meme 
possible d ' u t i l i s e r ,  sans e r reur ,  un r é a c t i f  nitro-vanado- 
molybdique (R. 21) plus concentré que l e  r é a c t i f  (R. 7). 

. 1. P r h c i e e  de l a  minéralisat ion automatigue c o ~ t i n u e  : ----- --i-- ----mi- --------------i - - - - -  --- 
>e m i n é r a l i s e ~  automatique (M. 35) e s t  essent ie l -  

lement coqosé par une hé l ice  en verre  Pyrex tournant autour 
de son axe horizontal  au-dessus d'une rés is tance chauffante 
(Figure En 5). Par l e  côté d r o i t  ( A )  on in t rodui t  à l ' i n t é -  
r i e u r  de l ' h é l i c e  l e  r é a c t i f  de minéralisat ion e t  l a  pr i se  

d ' e s sa i  î, minéraliser.  A chaque r o t a t i o n  l e  l iquide qui se 
trouve &ans l e  pas des sp i re s  progresse l e  long de l ' h é l i c e  
La f orne hél icoïdale  présente t r o i s  avantages : 



Deuxi&me zone de chaxffage Premiére zone de chauffage 

Kiveau de lt Gchantillon e t  du 
fluide cie minGra2isation. 

Arnpèr_eembtre : 

Interrupteur 

Int errapt e_ur 

nesure du courant de chauf- 
deux zones. 
Lecture de la tenpérature 

i 2 zones de cheuffage. 
coLmande de la rotation de 
l'hélice. 
cox~ayide des é1,Snents de 
chauffage. 

Contr8le de lc2 température àe chacune des deux Panes de chauffage* 

- FigureNo 5 : 
-.L -------- MIBd~ULISEUR sWïlTINCJ (M. 35) 

(Voir desc r ip t ion  p. 35 chapitre II. P. 1 )  



a- E l l e  permet l e  fractionnement du l iquide en cours de 
minéral.isation en un ce r t a in  nombre d'  éléments de réact ion e t  
é v i t e  l a  diffusion. 

b- E l l e  permet de f a i r e  progresser l e s  l iqu ides  l e  long/: 
du système e t  assure tin fonctionnement continu. 

c- La  ro ta t ion  de l ' h é l i c e  assure wr renouvellement des 
l iquides  en contact avec l a  surface du verre chauffé, ce qui 
accélère l a  minéralisat ion e t  év i te  l e s  projections.  

Pendant l e  premier t i e r s  du parcours l a  rés is tance 
chauffante assure une température de l ' o r d r e  de 400 à 500° C 

Le r e s t e  de l ' h é l i c e  e s t  maintenue entre  300 e t  35D0. Vers La 

f i n  du parcours l ' h é l i c e  e s t  r e f ro id ie  par un violent  courant 
d l a i r  (13). On dilue l e  minéralisat  avec de 1 'eau d i s t i l l é e .  
Les t r o i s  dernières s p i r e s  ( C )  sont munies intérieurement 
d 'e rgots  de verre qui assurent une homogénéisation du l iquide 
qui e s t  asp i ré  par une pompe à vide dans une chambre de 
mélange (D). A ce niveau on prélève en continu (E) e t  on 
analyse l a  pr i se  d ' e s sa i  selon l e s  techniques classiques d1au- 
toanalyse (voir figures No 5 e t  No 6). 

2. Réactifs  : -------- 
B. 19- Réactif de minéralisat ion : 

- Anhydride sélénieux ....................... .... 15 g. 

Dissoudre à froid dans 500 ml .  d'eau d i s t i l l é e .  Ajouter avec 
précaution e t  en r e f ro id i s san t  : 

- Acide sulfurique (Merck ou R.P) ............... 4500 m l .  

Laisser r e f r o i d i r  e t  a jouter  75 m l .  d 'acide perchlorique (R.P), 
a g i t e r  e t  mettre en f lacon  bouchant émeri, 



R a  20- Réactif neut ra l i san t  : 

- Lessive de soude ........e............e..... 3 200 m l .  
.............................. - Eau d i s t i l l é e  1 800 m l ,  

Ce r é a c t i f  d o i t  ê t r e  a jus t é  à chaque expérience (voi r  technique 
chapitre II B. 3) .  

Réactif de MISSON : 

- Solution nitrovanadique (Ra  5) ............. 900 m l .  

.... - Solution de molybdate d'ammoniuni (B. 6) 600 m l .  

- Eau d i s t i l l é e  ..............a..............e 500 m l ,  

Tous l e s  au t res  r é a c t i f s  ont dé jà  é t é  d é c r i t s  dans l e s  cha- 
p i t r e s  précédent s. 

La f igure  No 6  schématise l e  c i r c u i t  de minérali- 
sa t ion  automatique que nous u t i l i sons .  

Le d i s t r ibu teur  d 'échant i l lon effectue 20 prélè- 
vements par heure. Le tube Ne 1 (rouge) in t rodui t  l a  pr i se  
d ' e s sa i .  Le tube No 2 identique au premier entrecoupe ce 
courant l iquide de bu l l e s  d ' a i r .  Le d i s t r ibu teur  e s t  muni d 'un 
double bec de.prélèvement : pendant que l e  tube No 1 e s t  
re levé  e t  asp i re  de 1 ' a i r  entre deux p r i s e s  d 'essa i ;  - -.' - - 
l e  tube No 2 plonge dans un ?%cipient à niveau constant con- 
tenant de l ' e a u  d i s t i l l é e .  Pendant l ' i n t e r v a l l e  entre  deux 
prélèvements c ' e s t  donc l e  tube PT0 1 qui in t rodu i t  l ' a i r  dans 
l e  c i r c u i t  e t  l e  tube No 2 fourni t  un débi t  d'eau d i s t i l l é e  
identique à ce lu i  qu'aimait apporté l a  p r i se  d 'essai .  



Les tubes  Ne 3 & 4 de deux millimètres de diamètre 
in t é r i eu r  sont en AcidFlex" (élastomère r é s i s t a n t '  aux 
acides concentrés) ; i l s  assurent une alimentation de l ' a p -  
p a r e i l  en r é a c t i f  de minéralisat ion (R. 19). Toutes l e s  jonc- 
t i o n s  de ce montage sont effectuées avec des manchons dtAcid- 
f l e x  e t  des raccords de Téflon. L e s  f l u i d e s  pompés par l e s  
tubes No 1 à 4 sont in t rodu i t s  à l ' i n t é r i e u r  de l ' h é l i c e  par 
un tube Pyrex coudé vers l e  bas à son extrémité. 

Les tubes No 5 e t  6 (v io le t  e t  blanc) di luent  l e  

minéralisat  à l a  s o r t i e  de l ' h é l i c e  avec de l ' eau  d i s t i l l é e  (C). 
Une pompe à vide (F) aspire l a  t o t a l i t é  de c e t t e  d i l u t i o n  au 
t r ave r s  d'une chambre de mélange ( D ) .  Le tube No 7 (v io le t  et orsA> 

assure ulne pr i se  d ' e s s a i  continue à l a  p a r t i e  infér ieure  (E) 

de ce t t e  chambre (D). L'excès de l iquide e s t  entraîné par l a  

pompe à vide dans u n  f lacon de 5 l i t r e s .  Un deuxième f lacon 
s e r t  de sécur i té  pour r e t e n i r  l ' excès  de l iquide lorsque l e  

premier e s t  ple in .  Dans un troisième flacon l ' a i r  barbote dans 
une solution de soande à 20 % a f i n  d'absorber l e s  vapeurs 
d 'acide.  Un quatrième flacon s e r t  de piège pnur r e t e n i r  l e s  
gout te le t tes  de l iquide avant de l a i s s e r  l ' a i r  pénétrer dans 
l a  pompe à vide. 

Le prélèvement du tube No 7 e s t  entrecoupé d ' a i r  
pcivé d'ammoniac par  pasnnee a-- acldo oul.furique ( b a r b o t e u  G) 
(tube N u  8 : ver t ) .  On neut ra l i se  p a r  de l a  soude di luée (R. 20) 
(tube No 9 : v i o l e t  e t  blanc). Il f a u t  à chaque mise en route  
de l ' a p p a r e i l  a j u s t e r  ce r éac t i f  de façon à obtenir après mé- 

lange avec l a  p r i se  d ' e s sa i  un pH compris entre  1 e t  2. Ceci 
se  f a i t  pratiquement en cours de fonctionnement en contrôlant  
l e  p H  au niveau du t r o p  p le in  (H.) 



Le mélange du minéralisat  avec l a  soude ,provoque un 
échauffement important. Les montages à ce niveau sont effec- 
tués  avec des manchons de Tygon t r è s  épais e t  t r è s  serrés .  Une 
bobine mélangeuse de grande t a i l l e  assure l e  mélange e t  une 
ré f r igé ra t ion  suff isante .  Il e s t  ' q r é f  érable de ne' pas u t i l i s e r  

de bobines réfrigérées.-par une jaquette d'eau courante. Celles 
c i  sont t rop  ef f icaces  e t  l e  su l fa t e  de sodium produit tend à 
c r i s t a l l i s e r  dans l e  c i r cu i t .  

E h  ( 1) on préléve un al iquot  qui,  p a r  l e s  tubes 
No 10 e t  11 (v io le t s )  s e r t  au dosage du phosphore. Le -prélè- 
vement e s t  entrecoupé par de l ' a i r  (tube No 12 : jaune) e t  
mélangé avec l e  r é a c t i f  de MISSON (Re 21) (Tube No 13 : jaune) 
Après mélange e t  passage par une bobine r e t a rd ,  on effectue 
une lec ture  colorimétrique dans une cuve de 10 mm avec un 
f i l t r e  363 qu protégé par un verre de couleur PARAMANTOIS W V  4 

5 

(M 16) (Voir chapitre II D).  

Eh (J)  on effectue une deuxième pr i se  d ' e s sa i  con- 
t inue par l e  tube No 14 (rouge) a f i n  de doser l ' a z o t e  ammonia- 
cal .  L e s  tubes No 15 à 18 ( tous v i o l e t s )  introduisent succes- 
sivement de l ' a i r  p r ivé  d'ammoniac par passaga sur acide sul-  
furique (barbotew G ) ,  l a  solut ion a lca l ine  de phénol (R, 12) ,  
l a  solution dfhypochlorite de sodium (R. 13) e t  l a  solut ion de 
n i t ropruss ia te  de sodium (Re 15). Après passage dans un bain- 
marie à 9 5 O ,  on effectue l a  lec ture  colorimétrique à 625 mu.  
dans une cuve de 6 mm, (voir  chapitre II E). 

4- ConsidSrations ~ r a t i q u e s  ~ o u r  l e  fonctionnement : -------------- ---- ---- ---i-----+i--i------ 

a- On attend que tous l e s  courants de l iquides  c i rcu lent  régu- 

lièrement dans tous l e s  c i r c u i t s  avant d'allumer l e  chauffage 

du minéraliseur , 



F i ~ e  - ---mm-- N O 6  : Circui t  d 'analyse automatique pour l a  min6ralisation 
du phytate de protéine avec dosage simultané de l ' a z o t e  
ammoniacal e t  du phosphore orthophosphorique (chapitre11 



Ceci e s t  particulièrement important pour l e  r é a c t i f  de mlnéra- 
l i s a t i o n  (B. 19) pour l e  di luant  à l a  s o r t i e  de l ' h é l i c e  e t  l a  
soude di luée (R. 20). De memq on n ' a r r ê t e  l a  r o t a t i o n  de l 'hé- 

l i c e  qu'après refroidissement complet. 

b- Pour des ra isons d'équipement nous avons conservé l e  rythme 
d'analyse à 20 mesures par heure, Les r é s u l t a t s  seraient  meil- 
leures  à 15, voir  meme 10 prélèvements par heure. Ceci n l e s t  
actuellement possible qu'avec un d is t r ibuteur  grand modèle. ( M  34: 
Avec nos conditions de t r a v a i l  il n l e s t  pas nécessaire d ' a l -  
terner  sur l e  d is t r ibuteur  l e s  godets de solut ion à doser avec 
des godets d'eau d i s t i l l é e .  

c- L'étalonnage e s t  r é a l i s é  avec des solutions contenant à l a  
f c i s  l e  phosphate monopotassique (R. 8) e t  l e  su l fa t e  d'am- 
~onium ( ~ 3 8 ) .  Nous choisissons pour chaque solut ion étalon 
un rapport  pondéral P/N égal à 0,2. La technique que nous 
venons de décr i re  e s t  u t i l i s a b l e  de 5 à 100 pg/ml de phosphore 
orthophosphorique e t  de 25 à 500 pg d'azote ammoniacal. 

d- Notre r éac t i f  de minéralisat ion contient  un peu moins d 'acide 
perchlorique que dans l a  formule classique (FERRARI T. 24). En 

e f f e t ,  vu l a  nature de nos solut ions  à doser, une plus grande 
quanti té d'acide perchlorique ne s ' e s t  pas révélée nécessaire. 
Pour des p i s e s  d ' e s sa i s  plus  importantes e t  sur tout  c e l l e s  
contenant des l i p i d e s  il f a u t  u t i l i s e r  de préférance l e  r é a c t i f  
d é c r i t  par FERRARI. 

e- Avec ;e t te  technique de minéralisat ion automatique continue 

l e s  étalons sont effectivement minéralisés comme l e s  solutions 
à doser. Dans ce cas l e s  cat ions  u t i l i s é s  comme catalyseurs,  ne 
peuvent en aucun cas @ t r e  à l ' o r i g i n e  d 'e r reurs  de mesure. On 
peut donc l e s  u t i l i s e r  s ' i l s  ne sont pas à l ' o r ig ine  d'une baissc  



t rop  importante de l a  s e n s i b i l i t é .  Nous avons conservé l 'oxyde de 
sélénium qui entre  dans l a  composition du r é a c t i f  de minérali- 
sat ion.  Cette dernière e s t  beaucoup p lus  rzpidement terminée : 
en moins de cinq minutes ce qui e s t  indispensable avec ce 
matériel .  

i 
III. - DISPOSITIF AUTOMATIQUE POUR LIETEDE DE L f INFLUENCE [ 

DE DIVERS PARAMETRES SUR LA PRECIPITATION PHYTIQUE. : 
- - :  i ..-,,,,,,,,...,... " ,.,, .............. " ....,,..,,.,.,. " ,...,.... " .......,.. - ..... "."".." .......................................... " ..................................... "." ...-.-.... " ............................. " .-.......--........, " .....-...." ........." .-....* ,,.." ....- - -.., -"..."......-..."........W..".,".....,. : 

A- PRINCIPE : -------- -------- 
Quatre r éc ip ien t s  communiquant en t re  eux, r é a l i s e n t  

un système de gradient analogue à ce lu i  d é c r i t  par PETERSON 
e t  SOBER (T. 25 e t  T. 26) (M. 36) pour l l é l u t i o n  des chromato- 

graphies sur colonne. A l a  s o r t i e  de ce d i spos i t i f  on obt ient  
un r é a c t i f  dont l a  composition en l ' u n  des éléments e s t  progres- 
sivement variable.  Cette var ia t ion  e s t  enregis t rée  après analyse 
en continu sur une p a r t i e  aliquote. On mélange une autre par- 
t i e  du r é a c t i f  avec une solution de -9rotéine e t  on recue i l l e  

l a  suspension de phytate de protéine avec un collecteur (M. 34) 
14. 14) par f rac t ions  de 6 m l .  La mesure de l ' i n d i c e  de combi- 
naison phytique sur chacun des tubes permet de mettre en évi- 
dence 1 ' influence du paramètre variable du r é a c t i f  p réc ip i tan t  
sur l a  préc ip i ta t ion  phytique de l a  protéine étudiée. 



B- TECHNIQUE 
a====.--== 

1- DescrQtion du c i r c u i t  : 
---3- --LI---------- 

La f igure  Ne 7 schématise l e  montage u t i l i s é .  Les 
r éc ip ien t s  A e t  B sont d'un volume constant de 'i00 m l .  Les cy- 
l indres  C e t  D sont des vases communi~~.6ss  dont l e  volume du 
contenu var ie  .pendant 1 ' expérience. 

Dans ces  quatre r éc ip ien t s  on place d e < r é a c t i f s  
préc ip i tan ts  (a3alogues aux r é a c t i f s  1 ou 2 du chapitre 1. B) 
Ceux-ci sont identiques en t o u t  point sauf en ce qui concerne 
l 'élément dont on dés i r e  étudier l ' in f luence  sur l a  précipi-  
t a t i o n  phytique, Pw t r o i s  tubes No 1 - 2 e t  3 (v io le t  e t  

orange) on prélève environ 10,2 nl/minute de r é a c t i f  dans l e  
r éc ip ien t  A. Celui-ci é tan t  hermétiquement bouché, ce prélè-  
vement e s t  remplacé par un volume identique provenant du r é c i -  
pient  B. Il se produit  l e  même déplacement de l iquide en t re  
C e t  B. Entre C e t  D c ' e s t  l e  principe des vase5 communicants 
qui assures? l e  passage du r é a c t i f  d'un réc ip ien t  à 1' :autre.  
Des ag i ta teurs  magnétiques homogénéisent constamment l e  contenu 
des réc ip ien ts .  Il se  créé a i n s i  une var ia t ion  progressive de 
l a  composition du r é a c t i f  précipi tant .  

La so lu t ion  provenant de l a  pompe passe dans une 
ce l lu le  hermétiquement close (E) munie d'une tubulure d 'entrée  
à l a  p a r t i e  infér ieure  e t  une s o r t i e  à l a  p a r t i e  supérieure. 

Une électrode combinée (M 32) e s t  f ixée par l ' intermédiaire de 
son rodage. On peut a i n s i  à t ou t  moment contrôler  l e  pH avec 

un compensateur (Id. 30 ) ,  lorsque l e  pH e s t  l e  paramètre à étu- 
d i e r ,  on enregis t re  celui-c i  avec un pH-mètre enregistreur 

(M. 38). 
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Figure No 7 : Dispos i t i f  automatique pour l ' é t u d e  de l ' i n -  
f luence de d ive r s  paramètres sur l a  prSci- 
p i t a t i o n  phytique (vo i r  chap i t re  III. B) 



A l a  s o r t i e  de l a  c e l l u l e  on prélève un al iquot  

de r é a c t i f  alimentant deux c i r c u i t s  (a e t  b) .  Le tube Ne 4 
(v io le t  e t  W C )  in t rodu i t  dans l e  c i r c u i t  (a )  l e  r é a c t i f  préci-  
p i t an t .  Le tube No 5 (jaune) entrecoupe de bul les  d ' a i r  e t  l e  
tube No 6 (rouge) apporte l a  solut ion de protéines à préc ip i t e r .  
Après mélange l a  suspension e s t  r e c u e i l l i e  dans un tube à hémo- 
lyse pour centr i fugat ion,  par f r ac t ions  d'environ 6 m l ,  s o i t  
manuellement, s o i t  de préférence à 1 ' aide d  'un. col lecteur  de 
f ract ions  (M. 14, M. 34) l e  c i r c u i t  (b)  e s t  identique e t  
permet d  ' étudier  en para l lè le  une autre solution de 1-prot éine. 

Après deux heures de repos, l e s  tubes sont cent r i -  

fugés e t  t r a i t é s  comme nous l 'avons d é c r i t  au chapitre II. 

En (G)  un autre tube permet l e  prélèvement continu 
d 'un al iquot de r é a c t i f  a f i n  de doser  automatiquement 1 ' élément 
variable (acide phytique , acide c i t r i q u e ,  ions chlore).  L'excès 
de r é a c t i f  non u t i l i s é  e s t  éliminé en (H). 

2- Considérations g ra t iguesqour  l e  fonctionnement : --------------- --- --- ..................... 
a- Il n ' e s t  pas nécessaire de r é g l e r  t r è s  exactement l e s  carac- 
t é r i s t i q u e s  du gradient  car c  ' e s t  1 'enregistrement des varia-  
t ions  obtenues qui s e r t  de référence pour 1 ' in te rpré ta t ion .  

b- Ce d i spos i t i f  permet de comparer l ' inf luence du paramètre 
étudié sur deux protéines  d i f f é ren tes ,  dans des conditions 

absolument identiques.  Ceci n ' au ra i t  pu 8 t r e  r é a l i s é  par  d 'autres  
moyens. C'est  a i n s i  que nous avons comparé dans tou tes  l e s  

expériences l a  serum-albumine humaine (M. 22) e t  l e s  gamms- 
globulines p lacenta i res  ( 11.9). On enregis t re  de façon évi- 
dente l e u r s  dif férences  de r é a c t i v i t é .  



c- Il e s t  i n u t i l e  d'entrecouper de bu l l e s  d ' a i r  l e  c i r c u i t  
(1, 2, 3). Les déb i t s  de l iquides  sont t r è s  importants e t  l e s  
r isques  de d i f fus ion  à peu près  nuls,  

d- La pompe e s t  munie d 'un bloc de f ixa t ion  à 15 places : l e s  
tubes No 5, 6, 7, 8 e t  9 sont g lacés  sur l a  rangée in fé r i eu re ,  
l e s  autres  plus  gros e t  mécaniquement plus r é s i s t a n t s  sont 
f ixés  sur l a  rangée supérieure. 

e- Le seul  problème dé l i ca t  consiste à sbchroniser  l t & n r e -  
gistrement des var ia t ions  du paramètre é t ~ d i é  e t  l e  numérotage 
des tubes sur l e  collecteux de f ract ion.  Ceci e s t  r é a l i s é  en 
introduisant à l a  s o r t i e  de l a  c e l l u l e  (E) *me solut ion de 
colorant ( v e r t  de Lissamine, ou Noir Amido '2 BM). Le clocher 
obtenu sur l 'enregistrement correspond au tzibe coloré. Cette 
synchronisation e s t  effectuée avant e t  à l a  f in  de chaque expé- 
r ience en prévoyant un temps de rinçage suffisant pour 1' élimi- 
nation t o t a l e  du colorant.  

Après chaque sé r i e  l e  c i r c u i t  e s t  lavé avec de l a  : 

soude environ normale puis r incé  à l ' e a u  d i s t i l l e e  jusqu'à 
neu t ra l i t é  des l iqu ides  à l a  s o r t i e .  

f -  Pour chaque expérience l e  nombre de mesures d'indice de com- 
binaison phytique (nombre de tubes dans l e  collecteur) e s t  
fonction du volume de r é a c t i f  dans l e s  réc ip ien ts  7 e t  D. Par 
exemple avec 400 m l  dans chacun de ces cylindres,  or. obt ient  
environ 60 mesures pour chacune des deux sér ies .  La :orme du 
gradient e s t  f ixée par l e  rapport des compositions des r é a c t i f s  
dans chacun des éléments du gradient.  On l e  c h o i s i t  e.r- f o n c t k  
d'expériences préliminaires.  



g- Nous enregistrons la concentration en l'élément variable du 

réactif avant mélange avec la solution de protéines étudiées. 

Pour obtenir la concentration dans le milieu de précipitation, 

il faut connaître le rapport des débits des tubes No 4 et 6 
d'une part et des tubes M O  7 et 9 d'autre part. Ces débits 
pouvant varier nous préférons établir périodiquement le coef- 

ficient de transformation de la concentration dans le réactif 

en la concentration dans le milieu finaï., par mesure de la densité 

optique dtme solution colorée avant et après dilution, Par 

exemple le réactif est remplécé par une solution de Noir Amido 

12 BN et la solution de protéine par de l'eau distillée. La 
lecture photocolorimétrique est effectuée à 625 mp. Dans de 
bonnes conditions le coefficient de transformation est voisin 

de 0,82. 

C- ENREGISTREMENT DES PAFUUIE:!l?RES VARIABLES. ...................................... ....................................... 

1. Variations du DH : 
..-----a-------#%- 

Nous opérons avec des gradients très doux : les 

écarts maxima entrs les pH des récipients A et D sont tou- 
j ours inférieurs. 

2, Variation de la concentration en acide citrique : ........................................ -- 
a- Principe. 

Un aliquot continu de réactif précipitant prélevé à 
la sortie du gradient (figure No 7 : G) est dilué par de l'eau 
distillée. Une partie de cette dilution est chauffée en présence 

de permanganate de potassium en milieu sulfurique, Dans certaines 

limites de concentration, la décoloration est fonction de la 

teneur en acide citrique. 



b- Réactif : 

R. 22 - Solution extemporanée de permanganate de potassium à 
'l / 1000 dans 1' acide sulfurique environ 0,6 N. Ce r é a c t i f  e s t  
a jus t é  de façon à obtenir  une l igne de base voisine de 20 96 
de transmission. 

c- Technique : 

La f igure  No 8 résume l e  montage nécessaire au 
dosage continu de l ' a c i d e  c i t r ique  dans l e  r é a c t i f  précipi- 
t a n t .  Le tube No 1 (no i r )  in t rodu i t  dans l e  c i r c u i t  l a  p r i s e  
d ' e s s a i ,  l e s  tubes No 2 ( v i o l e t )  e t  No 3 (v io le t  e t  blanc) 
di luent  avec de l ' e a u  d i s t i l l é e .  Le tube No 4 ( v e r t )  entrecoupe 
de bul les  d ' a i r .  Après mélange on prélève en (1) une pr i se  
d ' e s sa i  (tube No 5 : noi r ) .  Le "Tn de prélèvement (1) e s t  dis-  
posé de t e l l e  manière que, tou tes  l e s  bu l l e s  d ' a i r  se  trouvent 
éliminées avec l ' excès  de d i l u t i o n  par l e  t rop  p le in  (J). La 
p r i s e  d ' e s sa i  e s t  successivement mélangée avec l a  solution de 
permangqate de potassium (Re  22) (tube No 6 : v i o l e t )  e t  avec 
l ' ac ide  sulfurique environ 0 , 6  N (tube No 7 : v i o l e t '  e t  blanc). 
On entrecoupe de bu l l e s  d ' a i r  (tube No 8 : v e r t ) ,  on mélange 
e t  on passe par un bain-marie à 95'. La lec ture  photocolori- 
métrique e s t  effectuée à 553 mu avec une cuve de lecture  de 

1 

6 mm. 

On étalonne avec des solutions d 'acide c i t r ique  

de t i t r e  connu, Dans l e s  conditions que nous venons de déc r i r e ,  
une solut ion d 'acide c i t r i q u e  0 , l S  M donne 95 % de transmission, 
c 'est-à-dire une décoloration pratiquement t o t a l e .  On obtient  
de bons enregistrements pour des concentrations en acide 
c i t r ique  en t re  0 , l  e t  0,15 M. 



Figure -- -------- No 8 : Circui t  d'analyse automatique pour l e  dosage 

con-tinu de l ' ac ide  c i t r i q u e  (chapitre III B 2)  
e t  de 1 ' ion chlore (chapitre III B 4) 



Cette technique n ' e s t  u t i l i s a b l e  qu'en l 'absence 

de composés pouvant r éag i r  avec l e  permanganate de potassium. 
Dans notre cas p a r t i c u l i e r  nous avons v é r i f i é  que l ' ac ide  phy- 
t ique e t  l e s  f a i b l e s  concentrations d lion chlore ne provoquent 
aucune er reur .  Chaque expérience e s t  effectuée de l a  concen- 
t r a t i o n  O (gradient  A) à 0,1 ou 0 ,2  M (gradient D) , en une 
seule opération. 

3- Variations de l a  concentration en acide ~ h f i i q u e  : ---------- Ii--ii-i-iuii------------- -*- - -- -- 
a- Technique : 

Pour une pa r t i e  de nos travaux, nous avons dosé 
directement l e  phosphore de 1 ' acide phytique après minéra- 
l i s a t i o n  continue avec l e  c i r c u i t  d é c r i t  au chapitre II. F.) 

Dans l e s  cas où l e s  concentrations en acide phytique sont t rop  

élevées on y adjoint  un p e t i t  c i r c u i t  de d i lu t ion  de l a  p r i se  
d ' e s s a i ,  analogue à ce lu i  des tubes No 1, 2, 3 e t  4 de l a  f igure 
No 8. 

b- Détermination de ces var ia t ions  par l e  calcul  : 
A plusieurs  r ep r i ses  il nous a é t é  impossible de 

disposer du matér ie l  nécessaire à l a  minéralisat ion au moment 

où nous effectuions nos expériences de préc ip i ta t ion .  Dans ces. 
cas il nous a quand meme été-ipossible d 'obtenir  l e s  r é s u l t a t s  
qui nous é t a i en t  nécessaires grâce aux considérations analytique o 

suivantes : 

Ut i l i san t  un matériel  d 'autoanalyse, nous ne mesurons à 

aucun moment de volume préc is  (Voir chapitre II. A,  1) .  Par 
contre l e s  débi t s  sont constants e t  l e s  d i f f é ren t s  r é a c t i f s  sont 
toujours mélangés dans l e s  memes proportions. 



S o i t  b l a  concentration en azote (pg/ml) de l a  solut ion 
I 

de protéine.  
So i t  a l a  conceritration en phosphore phytique (pg/ml) du 

r é a c t i f  p réc ip i tan t ,  Cette concentration var ie  d 'un tube à 
1 autre.  

So i t  n l e  volume de solut ion de protéine se trouvant dans 
un tube du col lecteur ,  

Kn e s t  l e  volume de r é a c t i f  p réc ip i tan t  pour ce tube. 
K e s t  une constante. E l le  ne dépend que des débi t s  des 

tubes de pompe (tubes No 4 e t  6 d'une p a r t ,  e t  tubes No 7 e t  9 
d 'au t re  p a r t )  (voir  f igure  No 7). 

On peut admettre que l e  volume duprécipité e s t  
négligeable. On peut donc écr i re .  

Volume t o t a l  d'un tube = volume du l iquide surnageant 
= n (K + 1) 

S o i t  x l a  concentration en azote du l iquide surnageant (pg/o?: 
S o i t  y l a  concentration en phosphore phytique du l iquide 

surnageant (pg/ml). 
Nous avons vu chapitre II. B que pour l a  mesure de 

l ' i n d i c e  de comtinaison phytique, l e  p réc ip i t é  e s t  r e p r i s  par 

2 m l  de r é a c t i f  (R. 3 ) ,  

S o i t  N l a  concentration en azote (pg/ml) dans l e  l iquide 
de r e p r i s e .  

So i t  P l a  concentration en phosphore phytique (,ug/ml) du 
l iquide de r ep r i se ,  

On peut é c r i r e  : 

(1) Phosphore t o t a l  Phosphore du = + Phosphore du 
d 'un tube l iquide surnageant précipi té .  

= Phosphore du r é a c t i f  précipi tant .  



C'est-à-dire : 

K n a =  Y n  ( K + I . )  + 2 P  

(2) Azote t o t a l  - Azote du l iquide + , Azote du - d'un tube surnage an*. préc ip i té .  
= Azote de l a  p r i se  d ' e s sa i  

C est-à-dire : 

n b  = n ( K + I ) x  + 2 N  

De (1) on t i r e  une valeur de n que l ' on  reporte  en (2) e t  on 
obt ient  l a  fnrmule générale : 

K e s t  une constante. Nous avons dé jà  donné au chapitre III B 2 g 

une méthode pour l a  déterminer. 

P e t  N sont toujours dosés pour l a  détermination de l ' i nd ice  de 

combinaison phytique . 
x e t  y sont facilement dosables. 

Nous pouvons donc calculer  l a  concentration (a )  

en phosphore phytique pour l e  r é a c t i f  p réc ip i tan t  ayant é t é  
u t i l i s é  pour c k c u n  des tubes du col lecteur .  

- S i  l a  p réc ip i t a t ion  des protéines e s t  t o t a l e ,  ce qui se  

trouve pour l a  majorité des tubes d'une s é r i e  : x = 0. 
La fo~mule  générale devient : 

1 a =-R- [ --R-a-- '*" + (Y) (K + I) 1 

- S i  b = 0,  c 'est-à-dire quaria il n ' y  a pas de protéines 
dans l a  p r i se  d ' e s s a i ,  l a  formule générale de v ien t  : 

a = - - ~ - l R  t lL- 
K 



D'où on déduit : 

Cette dernière équation donne wi autre moyen d 'obtenir  l a  
valeur de K pour chacun des c i r c u i t s  de précipi ta t ion.  

4- ,,---,----------------------------* Variations de l a  teneur en ions chlore 

a- Principe : 
La force ionique en cations monovalentf dont nous 

étudions par a i l l e u r s  l ' in f luence  sur l a  préc ip i ta t ion  phytique, 
e s t  assurée par l e s  chlorures de ces cations.  Il nous a semblé 
plus logique de doser l ' i o n  chlore, par une technique commune à 

l u t  o t  tous  l e s  c a t i A s ,  que de déterminer l a  concentration de chaque 
cat ion par une technique pa r t i cu l i è re .  

Nous avons adapté l e s  techniques de SKEGGS (S. 27) 
d'une p a r t  e t  ZALL (T. 28) d 'au t re  p a r t ,  au dosage de l ' i o n  
chlore dans l e  r é a c t i f  précipi tant .  

En présence de thiocyanate de mercure l ' i o n  chlore 
déplace l ' i o n  thiocyanique pour former l e  complexe Hg C l 2  soluble 
mais non ionisé .  L'ion thiocyanique l i b é r é  r é a g i t  en milieu 
acide avec l e  f e r  ferr ique pour donner une coloration rouge 
violacée de thiocyanate ferr ique (maximum d ' a b s ~ r p t i o n  vois in  
de 480 mu.) Cette colorat ion e s t  fonction de l a  concentr~.t ion 
en ion chlore. 

Hg (SCW2 2 C l  
- + - . . . . . . .'. Hg C l 2  + 2 (SCN) 

3 (SCNI- + Fe +++ ,. . . . . . . .> Fe ( S C N ) ,  
d 



Pour a jus te r  l a  s e n s i b i l i t é  de .la réac t ion  aux concentrations 

désirées ,  on ajoute au milieu une cer ta ine  quant i té  de n i t r a t e  
mercurique. Celui-ci plus avide d ' ion  chlore que l e  thiocyanate 
de mercure r é a g i t  l e  premier e t  l a  coloration ne se produira 

que pour des concentrations plus élevées. 

b- Réact i fs  : 

R o  23- Solution saturée de thiocyanate de mercure : 

Dissoudre à chaud environ 20 grammes de thiocyanate 
de mercure dans environ 5 l i t r e s  d'eau d i s t i l l é e .  Laisser 
reposer 24 heures e t  f i l t r e r .  

2, 2 4  Solution de n i t r a t e  ferr ique : 

........................ - Nitrate  ferr ique (R.P) 202 g. 
- Acide n i t r ique  (R.P) .......................... 50 m l .  
- Eau d i s t i l l é e  ......................... .q.s.p. 1000 ml . .  

X. 25- Solution de n i t r a t e  mercurique : 

.................... - Nitrate  mercurique (R.P.) 6 , s  g. 
- Acide n i t r ique  (R.P) ......................... 2 m l .  
- Eau d i s t i l l é e  ...........m............. .q.s.p '1000 m l .  

R. 26- Eéactif d'usage : 

... - Solution de thiocyanate de mercure (R. 23) 900 m l .  
- Solution de n i t r a t e  ferrique (R. 24) ........ 100 ml- 
- Solution de n i t r a t e  mercurique (R. 26) q.s.p s e n s i b i l i t é  

désirée. 

Il e s t  préférable de r e f a i r e  souvent ce r éac t i f  à 
p a r t i r  des solut ioqs  mères,. qui e l l e s ,  se conservent parfaitement. 



Avant chaque sér ie , I .a jus te r  ce r é a c t i f  par addit ion progressive 
de solut ion de n i t r a t e  mercwique (R. 26). Nous obtenons ce 
régl--age de s e n s i b i l i t é  avec un volume dé l l o r d r e  de 1 m l .  + 0 , 5  r ï l .  - 
c- Technique : --------- 

Pour des ra isons pratiques nous avons m i s  au point  
c e t t e  technique de façon à u t i l i s e r  l e  meme c i r c u i t  que c e l u i  
qui nous a  serv i  pour l e  dosage de l ' ac ide  c i t r ique  ( f igure  No 8 )  

Le fonctionnement en e s t  identique s i  ce n ' e s t  que l e s  tubes 
No 6 e t  7 introduisent  l e  r é a c t i f  dlusage (R. 26). Le passage 
par l e  bain-marie à 9 5 O  e s t  i n u t i l e ,  La l ec tu re  s ' e f fec tue  à 
480 mu avec une cuve de 6 ma. 
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A. CIIRONLATOGRAPHIE SUR GEL DE DEXTRANE 
==9=1===15=5=E====C===I=E=1=C=============Z= 

1- F r i n c i ~ e  : ------ - 
Le dextrane t r a i t é  par 1 l épichlorhydrine en milieu 

a l c a l i n ,  donne l a  formation d h n  système r é t i c u l é  qui présente 
l e s  proprié tés  d'un tamis moléculaire (FOLDIN T. 29), Cette subu.- 
tance (Sephadex : 13. 24) en milieu aqueux prend 1 'aspect d 'un ge:., 

Selon l a  t a i l l e  des mailles forsées .par  l e s  ponts glycérylc. 
cer ta ines  molécules peuvent pénétrer à l ' i n t é r i e u r  des b i l l e s  
de Sephadex a lors  que d ' au t re s ,  ds volume plus important, r e s t e - -  

dans l e  l iquide environnant, On peut a i n s i  effectuer  un ~ é r i t a b l ~ ?  

tamisage moléculaire. 



La poudre de Séphadex, mise en contact avec l ' e a u ,  
gonfle dans l e  mesure où 1 Icau pénj t re  à l ' i n t é r i e u r  des r.aillec;+ 

Ce gonflement e s t  fonction inverse du nombre de ponts glycSryle, 

Xn e f f e t  une r6ticui .at ion t r è s  importante s'oppose à l a  d i l a t a -  
t i o n  des grains de Séphadex. A l a  l imi te  un dextrawpeu polymé- 

r i s é  donne une pseudosolution. On d é f i n i t  donc l a  r é t i c u l a t i o n  
du Séphadex par l e  poids d 'eau u t i l i s é  pour obtenir l e  g ~ n f l e -  
ment naximum de dix grammes de poudre sèche. Un Séphadcx G. 25 

(25 g. d'eau pour 10 S. de poudre sèche) e s t  t r è s  finement r é t i -  
culé a lo r s  que les maill-es du Séphadex G 200 seront beaucoup 
plus lgches. Gn dispose cornercialement de Séphadzx G 25, G 50 
G 75, G 100 e t  G 200. 

Lorsque ]-'on met une poudre sèche de Séphadex G 25 
dans une solut ion de protéine,  l ' e a u  e t  l e s  électrol-fies de 
f a i b l e  poids nol6culaire pénètrent à l ' i n t é r i e u r  des grains  qui 
gonflent,  Les protéines ayant un poids uoléculaire plus impor- 
t a n t ,  r e s t e n t  dans la solukion. En sép,war,t l e  Séphadex pa;? 
centr i fugat ion ou par f i l t r a t i o n ,  on obt ient  un l iquide plus  
concentré en protéines,  na i s  ayant conservé une concentration 
en é lec t ro ly te  identique à c e l l e  de l a  solut ion i n i t i a l e .  

En chroinatographie, l e  SBphadex permet de crééer de1j.x 
phases (ou zones de diffusion) .  La première e s t  représentée par 
l a  solution à l'intérieur dzs mail les de chaque grain du s ip -  

por t  e t  ne peut contenir que des mol~cu les  dont l e  volume e s t  
in fé r i eu r  à l a  t a i l l e  des mailles, La seconde phase e s t  consti-  
tuSe par l e  l iquide i n t e r s t i t i e l  entre  l e s  grains du support,  O ?  

l ' o n  trouve en plus  des é lec t ro ly tes  de f a i b l e  poids molécu la i r~  
la t o t a l i t é  des coilstit/uants macro-molécuiaires. On r é a l i s e  
a i n s i  un nouveau type de chromatographie de partage dans l aque l i i  



l a  r é p a r t i t i o n  des composés entre  l e s  deux phases n ' e s t   lus fonc 

t i o n  de l a  s o l u b i l i t é  (corne c ' e s t  l e  cas pour l a  chromatographie 
sur papier) ,  mais dépend uniquement de l 'espace de d i f fus ion  des 
molécules à séparer. 

Avec une colonne de Séphadex G 25 de dimension suf- 
f i s a n t e  l e s  é l ec t ro ly tes , -  ayant un espace de diffusion p lus  
important, sont suffisamment re ta rdés  pour ê t r e  séparés des 
protéines  pour lesquel les  l 'espace de diffusion e s t  plus  res -  
t r e i n t .  Gn peut a i n s i  obtenir  une so lu t ion  de protéines,  privée 
de s e l s  minéraux, ou une solut ion de cel les-ci  dans un tampon. 

Avec un Séphadex de r é t i c u l a t i o n  plus lâche ( G  100 
e t  G 200) l e s  protéines  de plus f a i b l e  poids moléculaire peuvent 

pénétrer  à l ' i n t é r i e u r  des grains du support. On obtient  a i n s i  
un fractionnement p a r t i e l  en fonction du poids moléculaire 
(FOLDIN T. 30). 

2- Technigue . 
-----il -- 

Mettre l e  Séphadex dans un grand volume d'eau d i s t i l -  
l ée  ou de solut ion tampon e t  l e  l a i s s e r  gonfler pendant 24 heure:: 
Décanter l e  l iquide surnageant e t  remettre en suspension dans l a  
solution.  Introduire c e t t e  suspension dans une colonne à chroma- 
tographie munie d'un entonnoir à l a  p a r t i e  supérieure e t  d'une 
plaque de verre f r i t t é e ,  de porosi té  No 2, à l a  pa r t i e  inférieure 
Laisser décanter. Avec un agi ta teur  metire en suspension l a  
p a r t i e  supérieure de l a  colonne de Séphadex pour l ' o b t e n i r  
parfaitement horizontale.  Fixer c e t t e  surface avec un disque 

de polyurée, e t  l a i s s e r  couler l e  l iquide pendant quelques 
heures. 



Pour l a  mise en route de l a  chromatographie, amener 
l e  l iquide surnageant au niveau de l a  surface supérieure de l a  
colorne. Déposer l f é c h ~ t i l l o n  à l ' a i d e  d'une seringue munie d ' x  
ca thé ter ,  l e  l a i s s e r  pénétrer dans l e  Séphadex e t  r ince r  l e s  
parois  avec quelques n i l l i l i t r e s  de solut ion.  

Dans l a  p a r t i e  expérimentale nous avons u t i l i s é  t o u ' ~  
particulièrement l a  chromatographie sur Si& adex G 100 e t  G 200 

en colonne de 50 cm. de hauteur e t  de 2 cm. de diamètre équi l i -  
brée avec un tampon tris-l-iydroxyméthylmino-mkthanc (O,1 &I)- 

chlorure de sodium (1 M) pH 8 , O  e t  développée avec ce même 
r é a c t i f .  L1éluat  e s t  r e c e e i l l i  par f r a c t i o n  de 5 m l .  dans un 
col lec teur  (M. 14, IL!. 34)- On t race l e  chromatogramme par mesure 
de l a  densi té  optique à 2 780 X, du contenu de chacun des tubes. 

B. CHROMATOGRAPHIE SUR CARBOXYIVBTHYL CELLULOSE , 
------1P==p==1==1===~===G=a=~~=z====G====~ ---- -- 

P m  act ion de l ' ac ide  chloro-acétique sur l a  cel- 
lu lose en milieu a l c a l i n ,  on obtient l a  carboxyméthyl-celiulose 
(PETEPSON e t  SOBER Ta 31), qui se comporte comme un échangeur 
dd) cat ions ,  tou t  en gardant l ' i n e r t i e  chimique e t  l a  porosi té  
de l a  cel lulose.  

Nous u t i l i s o n s  l a  technique de BELKORAI*~LTNY e t  
WINZLER, (T. 32) une colonne de carboxyriéthylcellulose (M. 3) 
de 50 cm de hauteur e t  de 2 cm de diamètre, thermostatée à 
4 O .  Le chromatogramrne e s t  t r a c é  au fur-6%-à-mesure de l ' é l u t i o n  



avec un lec teur  automatique (M. 29). LI é lu t ion  e s t  discontinue 

6 2  l ' o n  change de tampon lorsque l ' é l u a t  n'absorbe plus la 
lumière à 2 537 X. On u t i l i s e  a i n s i  successivement l e s  tampons 

suivants : 

- R. 27 Tampon acétate  de sodium 0,015 Me pH 4,? 

- R. 28 Tampon acétate  de sodiumm 0,025 M. pH 4,l 

- R .  29 Tampon acétate  de sodium 0,OS M. pH 4,1 

- R . 30 Tainpon phosphate de sodium 0,05 M. pH 7,3  
- R. 31 Tampon phosphate de sodium 0 , l  M. pH 7,3 

ETUDE DES FRACTIONS CHROMATOGRAPHIQUES : -1-~---------======~~~==-=== - - --------- 

En f onc &ion des enregistrements du chromatopamme 

e t  d'un contrôle éventuel par lecture  photométrique à 2 780 X 
on d iv ise  l t é l u a t  en un ce r t a in  nombre de f rac t ions .  Les tubes 

du co l lec teur  correspondant à chaque f r a c t i o n  sont réunis ,  con- 

centrés  sur Séphadex G 25, dia lysés  e t  lyophi l isés .  

V. - ELECTROPHORESE DE Z ONE. i 
1 ......,.......... "." .,,,.~.,.,..... .. ..,.,,,,," ..,., ' ....,...,,..,.. " ..,.,...,,,, " ,.... - .....,.. " .... " .... ... ".."..." ...... "..".......".........."......-""..".-."s 

A- ELECTROPHORESE SUR PAPIER A s K  8 6: -----------=--------------- ---A- ----------- ...................... 
Nous opérons selon l a  technique de GRASSMANN e t  

HANNING (T. 33, T a  34 ) avec un matériel  EWHOR (M. 11) tampon 

véronal sodique-acétate de sodium pH 8,6 - 0 , l  M. -(R, 32) 

sous ü n e  tension de 110 v o l t s  pendant 18 heures, sur des.,papiess 

SCHLEICHER e t  SCHULL No 2043 a Mg1 de 20 mm de largeur (M. 23) 



R. 32- Tampon véronûl sodique-acétate de sodium pH 8,6,-0,l M 

- Véronal sodique ........................ 29,4 g- 

- Acétate 5e sodium ...........m.....e. .,, 19,4 g* 

- Eau d i s t i l l é e  ..................... q. s .p 3 1. 
- Acide chlorhydrique normal ~............ 18 m l .  

Ajuster à pH 8,6 + 0 , l .  - 

B- ELECTROPHORESE SUR PAIIER EH 3 9 (BISERPE T. 35) 
=E=S=CPiE ==rzan------------ _----------- ----- ---a- 

Nous opérons avec l e  m8me matér ie l  e t  l e s  mêmes 

conditions qu'au chapitre précédent, mais avec un tampon pH 

3,9 (R. 33). 

R. 33- Tampon v o l a t i s  pH S,9 

- Pyridine ............................... 30 m l .  .................... - Acide acétique R.P. 100ml. 
- Eau d i s t i l l é e  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . q . s . p  5 1. 

Ajuster à pH 3,9 - + 0, l .  

C- ELECTROPHORESE SUR GEL D'AMIDON- -------------------------------. ............................... 
1. P r i n c i ~ e -  ----- - 't 

Le g e l  d 'amidon par sa  f o r t e  teneur en matière 
solide const i tue  un excel lent  support pour électrophorèse de 

zone -(MORETTI, T m  36). Les protéines soumises à l J é l e c t r o -  
phorèse subissent en p ius ,  une certaine f i l t r a t i o n  moléculaire 
au t r a v e r s  des mailles relativement é t r o i t e s  du support. La 
réso lu t ion  e s t  supérieure à c e l l e  obtenue avec tous  l e s  zu t res  



supports pour électrophorèse de z one. De plus 1 ' introduction 

de borate de sodium dans l a  composition des r é a c t i f s  améliore 
l a  sépûration des protéines.(BISERTE, T. 37). Nous u t i l i s o n s  

l e s  s sèmes  de tampons discontinus d é c r i t s  par POULIK e t  
SMITHIES (T. 38). 

2- Réactifs  : -------- 
R, 34- Tampon pour l e s  bacs à électrodes : 

Solution de borate de sodium 0 ,3  M. pH 8,2. 

R b  35- Tampon pour  l a  préparation du g e l  d'amidon : 

Solution de tri s-hydroxyméthylamino-méthane 
(0,076 M)-acide c i t r i q u e  (0,005 M) pH 8,7. 

R. 36- Amidon hydrolysé : 
L'amidon de pomme de t e r r e  (M. 2) e s t  hydralysé 

p m  l ' a c i d e  chlorhydrique à 3 p. 100 dans l 'acétone pendant 
un temps variable de 40 à 100 minutes suivant l e s  l o t s  e t  l e s  
quant i tés  d'amidon mises en oeuvre. Après lavage pour é l in ine r  
l e s  s e l s  ninéraux, l'amidon hydrolysé e s t  deshydraté par l ' acé-  
tone e t  séché à l ' é tuve  37.. 

R e  37- Gel dta&don : 
Agiter vigoureusement 70 g. d'amidon hydrolysé 

(Rb 36) dans 500 m l  de tampon (B. 3 5 ) .  Chauffer l a  suspension 
sur un bec Bunsen, e l l e  se prend en masse puis se  f l u i d i f i e  

progressivement. Niaintenir l e  chauffage jusqu ' à ébul l i t ion.  



Dégazer sous vide à l ' a i d e  d'une trompe à ecnu e t  verser Lamé- 
diatement dans l a  cuve de l t a p p w e i l ,  Mettre en place l e  
couvercle ce qui chasss l ' excès  de ge l  e t  assure une épaisseur 
constante. En outre,  ce couvercle possède une empreinte qui 
ménage dans l e  ge l ,  h u i t  godets de dépôts. 

Laisser r e f r o i d i r  pendant t r o i s  heures. 

3- Technigue : 
----mm -- 

Nous u t i l i s o n s  un apparei l  v e r t i c a l ,  d é c r i t  pas 
SIAITHIES (T. 39) e t  BISERTE (T. 40) ; l 'anode e s t  r e l i é e  à l a  

p a r t i e  infélieure. Le chainps é lectr ique entraîne toutes  Les 
protéines vers  l 'anode,  mais l e  courant dlélec%-endosmose l e s  
pousse vers l a  cathode. Ce dernier e s t  contre-balancé par l e  3 

courant de l iquide r é su l t an t  de l a  différence des niveaux ent re  
l e s  deux bacs à électfodes. Dans ces conditions toutes  Les 
protéines ,  sauf l e s  globulines gamma migrent vers l a  caehode. 

Trois heures après l a  préparation du ge l  (R. 37), 
déposer l e s  produits  à analyser dans l e s  godets avec une micro- 
p ipe t t e .  Enduire l e  g e l  de vaseline pour év i te r  l a  dessicat ion.  
Garnir l e s  Sacs de l a  cuve à électrophorèse avec l e  tarnpon R. 3". 
Etab l i r  l e s  ponts de connection avec une épaisseur de douze 
bandes de papier pour chsonatographie , (M. 4- hl2 5). Soumettre 
pendant 16 heures à une tension de 6 v o l t s  par cm. 

Pour r évé le r ,  couper l e  ge l  en deux tranches à 

l ' a i d e  d l m  f i n  f i l  né ta l l ique ,  colorer par  l e  noir  amido 
12 BN (B, 42) e t  éliminer l ' excès  de colorant par lavage avec 
la solution R. 43. 



D- ELECTROPHORESE SUR GEL D ' A G A !  A s H  8 2 
=C==-~=Z~====P========EIE=~==~= -==%CA= 

Nous opérons avec un matériel  L.K.B. pour 18 lames 
(14, 27) e t  ELPHOR pour 12 lames (M. 11). 

1- Réactifs  : 

B. 38- Tampon véronal sodique pH 8 ,2 :  

- Véronal sodique ....e.....e...e..e.e.... 35,? gs  
- Eau d i s t i l l é e  .......................... 3 1% 

- Acide cbl ~rhydr ique  normal ...,......... 60 m l .  

Ajuster à pH 8,2  2 0,1. 

R. 39- Gel dtAGAROSE à 1,s p. 100. 

Dans un erlenmeyer de 2 l i t r e s ,  mettre 15 g. 
dtAgarose (M. 1) Ajouter 50 m l  d'eau d i s t i l l é e .  Mélanger pour 
incorporer dans 1 ' AGAROSE. Chauffer modérément. Lorsque l a  
masse e s t  f lu ide  verser 435 m l =  d'eau d i s t i l l é e .  Mélanger e t  
ajouter 500 m l  de tampon pH 82 (R. 38). Porter  à 1' ébullition 
quelques ins t an t s ,  l a  masse devient t ransf luide.  Agiter pour 
homogénéiser. Répartir en f lacons d'environ 100 m l  e t  l a i s s e r  
r e f r o i d i r .  Recouvrir de quelques m i l l i l i t r e s  de l a  solut ion 
de merthiolate (R. 40). 

Une p a r t i e  de notre expérimentation a é t é  effectuge 
avec une gélose pur i f iée  (M. 7). Les courants dtélectroendosmosst.- 

sont d ' i n t e n s i t é  variable selon l e s  gels. 

Solution de merthiolate : 

- Solution d'acide éthylmercurithiosalicylique (M. 13) 1 ::I -: 

- Eau d i s t i l l é e  .....e.....~.......................... 10C 11 



Les flacons contenant l e  gel  dlAGAROSE sont 
bouchés avec un morceau de PmAFILNi (M. 25) e t  conservés à 4O. 

R. 41- Fixateur : 

- Alcool à 95' . . . . .. . . . . . . . . . .. . . . . . . . . .. . . 1 l* 

- Acide acétique pur c r i s t a l l i s a b l e  .. .. ... ,. 20 m l .  

2- M ~ a r a t i o n  des lames : --- -------- - ---- - 
Flu id i f i e r  au bain-marie 100° l e  contenu d'un f l a -  

con de g e l  dtAgarose (R, 39) après avoir éliminé l a  solution 
de merthiolate. Avec une p ipe t t e  à écoulement t o t a l  de 10 m l ,  
préalablement chauffée, mesurer 3 , 3  m l  de g e l  f l u i d i f i é  sur une 

lame de verre type nicroscopie (75 x 25 mm). Opérer sur une 
t ab le  parfaitement horizontale,  Cette opération demande un 
ce r t a in  entrafnement. Laisser r e f r o i d i r  e t  conserver en chambre 
humide. 

3- D é ~ o t  de l ' échan t i l lon  : -- --------------- 11-- 
Découper des bandelettes de papier pour chromato- 

graphie  haf fan NQ 3 (P. 5) de 15 x 1 m. Avec une p e t i t e  pince 

déposer l e  papier sur l a  lame dtAgarose à 2 , s  cm du côté qui 
s e r a  r e l i é  a q l e  négat i f .  Nunéroter l a  lame avec une pointe 
en carbure de tungstène, 

Avec une p ipe t t e  Pasteur, déposer l a  solution de 
protéine à étudier sur l a  bandelette de papier e t  l a i s s e r  
llAgzrose absorber l e  l iquide pendant environ 10 minutes. S i  
l a  solut ion e s t  t r è s  diluée on peut effectuer  plusieurs  dépôts 
s u c c e s ~ i f s .  



Assurer l e s  contacts avec des bandes de papier 
SCI-ILEICKER e t  SCIIXJLL IJO 2043 (ivl/ 23). Soum&re à un poten- 

t i e l  é lectr ique dc 3 vo l t s  par centimètre pendant deux heures. 

Immédiatement après,  inmerger l e s  lames dans l e  fixa%eur (R. 41) 
pendant 24 heures. Elecouvrir d'une f e u i l l e  de papier pour chro- 
matographie e t  l a i s s e r  sécher lentenent pendant une nui t .  

E . COLORATION DES ELECTROPHORESES : 
==SP1==P==EP31--===1==Ei=Ei5=1C== 

1- Révélation Ces ~ ro té inogra~nnes  ~ a r  l e  -- noir  .... amido ----- 1 2  BN, .......................... 
a- Réact i fs  : 

R e  42- Réactif colorant : 

- Alcool méthylique ............................. 900 m l ,  

Acide acétique (B.P.) ......................... 100 m l ,  
- Noir amido 12 BN [;R.A.L) .................. q.s.p saturat io? 

Laisser reposer plusieurs  jours e t  f i l t $ e r  avant em?loi. 

R e  43- Réactif de lavage : 

- Alcool méthylique ............................. 800 m l .  
- Acide acétique (R.P) ..................e......e 200 m l . .  
- Eau d i s t i l l é e  ................................. 1000 m l ,  

b- Technique : 
Après séchage q u e l ~ u e s  heures à 1 ' a i r ,  mettre 

les bandes de papier à l ' é tuve  à I I G *  environ 'l5 min~xtes. 



Immerger dans l e  r é a c t i f  colorant (R. 42) environ 20 minutes. 
Laver par  plusieurs  bains successifs  de r é a c t i f  de lavage ( R e  43; 
Divers d i s p o s i t i f s  automatiques f a c i l i b n t  c e t t e  opération 
(GIRARD T 41, T 42, T 43) ( DEVRON T 44, AGNERAY T 45). Lorsque 

l e  fond du papier e s t  parfaitement blanc, essorer e t  sécher. 
S i  nécessaire 1' évaluation quant i ta t ive e s t  effectuée après 
é lu t ion  de chaque zone colorée par un r é a c t i f  a l c a l i n  e t  mesure 
de l a  densi té  optique à 625 w de l a  solut ion colorée obtenue 
(AGNERAY T. 46, T. 47 - FLEURY T. 48). Cette méthode pré- 

sente l ' inconvénient de dé t ru i re  l a  bande de papier. S i  l ' o n  
désire  conserver un document expérimental, il f a u t ,  s o i t  ef- 
fectuer  l 'expérience sur plusieurs  bandes de papier (ce qui 

généralement e s t  facilement r éa l i sab le  ) s o i t  opérer par  une 
des techniques de photométrie d i rec te .  

2- Révélation des protéinogramrnes ~ a r  l e  v e r t  de Lissamine : --------------- --- --- ------- -------- ------- -1- 

a- Réact i fs  : 

R ,  44 - Réactif colorant : 

.................... - Vert de Lissamine (MICIIROME) 15 g~ 

................................... - Eau d i s t i l l é e  900 mlc 
- Acide acétique ( c r i s t a l l i s a b l e )  ................. 100 m l . .  

3. 45 - Réactif décolorant : 

- Acide acétique (pur c r i s t a l l i s a b l e )  ............. 200 ml, 

- Eau d i s t i l l é e  ................................... 800 ml, 



b- Technique : 

Fixer l e s  papiers à l lé*uve à 110' pendant 15 minutes. Colorer 
par immersion dans l e  r é a c t i f  colorant (R. 44) pendant 5 minutes . 
Laver pm plusiew's trempages dans l e  r é a c t i f  décolorant (R. 45) 
jusqutà décoloration complète des fonds. Essorer e t  sécher. 

3- -___-_--___- Coloration des glycopr - - ---Y- ot éino$rarames_par 1 ' acide @rio- ----- --- 
d 9 u e  - a - :  r é a c t i f  de SCHIFF (P.A.S). - ------------mm---- 

a- Principe : 
Après oxydation périodique des polyosides on révèle  

l e s  fonctions aldéhydes formées,par l a  fucnsine b i su l f i t ée .  Nous 
u5i l isons l a  méthode de IdAc MANüS (Ta 49 - T. 50) modifiée par 

LAURELL e t  SKOOG (T. 51) selon l a  technique déc r i t e  par BISERTE 
(T . 52) MONTREUIL (T, 53) e t  HAVEZ (T. 54). PERCHERON e t  PAQUIIT 

ont récemment étudié l e s  modalités de c e t t e  technique -(T. 55 
e t  T. $6). 

b- Réact i fs  : 

R. 46- Solution d'acide périodique : 

- Paraperiodate t r isodique (R.P) ................... 9,2 L;, 

-Acide sulfurique normal ...........a............... 94 m l .  

- Eau d i s t i l l é e  .................................... 56 m l .  
- Acétate de sodium id/5 ............................ 75 mZ. 

- Alcool à 95O ..................................... 500 m!.. 

F i l t r e r  avant usage sur un papier pour chromatographie. 



R. 47- Solution réduct r ice  : 

- Iodure de potassium (R.P) .................... 20 g. 
- Hyposulfite de sodium (R.P) ...,.............. 20 g.- 

- Eau d i s t i l l é e  .....................a....e..... 400 m l -  
- Alcool à 95' ................................. 150 m l .  
- Acide chlorhydrique (R.P) ............... ....,. 10 m l .  

Mélanger, l a i s s e r  reposer une heure, f i l t r e r  avant usage sur un 
papier pour chromatographie. 

R. 48- Réactif de SCHIFF : Formule de KRAMM e t  KOLB (1. 57) 
e t  HOTCHKISS (T. 581% 

Dissouare 4,5 g. de fuchsine basique (R.B.L) dans 
1 500 m l  d'eau d i s t i l l é e .  Ajouter 9,6 g. de métabisulfi te de 
potassium, Laisser reposer une dizaine de minutes. Ajouter 
40 m l  d 'acide sulfurique 6 N. Mélanger, boucher e t  l a i s s e r  
reposer jusqur au lendemain. Décolorer par  ag i ta t ion  avec 3 g. 

de Noir N o r i t .  F i l t r e r  rapidement sur une double f e u i l l e  de 

papier Whatman No 1 (M. 4). 1 

Sur une p r i s e  d J e a s a i  de 10 m l ,  t i t r e r  l 'anhydride 
sulfureux l i b r e  avec de 1 'iode N/IO. Le r é a c t i f  de SCHIFF 
do i t  t i t r e r  10 à 12 millimoles de SO2/100 m l .  S i  nécessaire 
a jus te r  l e  r éac t i f .  

Ce r j a c t i f  se  conserve assez bien à l ' obscur i t é  à 45 

Il peut s e r v i r  plusieurs  f o i s  à condition de r éa jus te r  son t i t r e  

en anhydride sulfureux avant chaque emploi. 

B. 49- Eau su l f i t ée  : ( f a i r e  extemporanément à l 'éprouvette graduî; 
b i  - Métasulfite de potassium ................... .... 4 g* .................................. - Eau d i s t i l l é e  1 1. 

- Acide chlorhydrique (R.P) ...................... 10 m l *  



c- Technique : 

Fixer l e s  électrophorèses sur papier par l ' a l c o o l  
absolu. Les lames dtagarose sont f ixées  pâr l e  r é a c t i f  (R. 41) 
avant séchage. Tra i te r  par l ' a c i d e  périodique (Re 46) exactement 
2 minutes pour l e s  papiers e t  5 minutes pour l e s  lames dlagaros\-- 
Laver à 1' alcool à 70°, Décolorer complètement dans l a  solut ion 
réductr ice  (Re 47). Laver à l ' a l c o o l  à 70'. Tremper exactement 
15 minutes dans l e  r é a c t i f  de SCHIFF (R. 48). Rincer t r o i s  
f o i s  cinq minutes avec l ' eau  s u l f i t é e  (R. 49). Fixler e t  deshy- 
d ra te r  cinq minutes dans l l a l c o o l  absolu. Essorer en t re  deux 
f e u i l l e s  de papier Whatman No 1. 
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1 VI. - ELECTROPHORESE PREPARATIVE EN VEINE LIQUIDE. / 
! ! 

A. SEPAaATION ELECTROPHORETIQUE 
==P==x===========E=======-== 

Entre deux plaques de verre on r é a l i s e  une chambre 
de f a ib le  épaisseur,  contenant une solut ion tampon, Par in t ro-  
duction régul iè re  de r é a c t i f  à l a  p a r t i e  supérieure, on créé 
un f lux  constant de l iquide.  S i  à c e t t e  extrémité on in t rodu i t  
régulièrement en un point ,  une solut ion de protéines,  ce l les -c i  
sont entra2nées par l e  déplacement de l iquide,  S i  on é t a b l i t  
un champs électr ique continu perpendiculairement à ce déplaceme;:;, 
l e s  protéines vont se séparer en fonction de leur  mobilité élec-:-Y; 
phorétique. On règ le  l e s  conditions opératoires (pH, force io- 
nique, nature du tampon, etc. .)  de façon à ce que l e s  d i f fé -  
r en tes  protéines ,  après passage au t r a v e r s  de l a  chambre se 
r épa r t i s sen t  sur toute  l a  largeur du f r o n t  de déplacement. Au b.,r 

de l ' appare i l ,  l e  f l u x  de l iquide e s t  compartimenté en 48 fractic): 
de largeur égale, qui sont r e c u e i l l i e s  séparément. 



Nous avons u t i l i s é s  un apparei l  Vap. Elphor (M. 4 2 )  
pour électrophorèse continue en ~ e i n e  l iquide avec l e s  condi- 
t i o n s  opératoires suivantes (H-AXNIG Ta 59). 

- 2 300 à 2 400 v o l t s  - 160 mA. 

- température thermostatée à 5%- 2 1. 
- vi tesse  du f l u x  de l iquide : 'il0 ml/H. 

- introduction dans l a  cuve de 2 ml/H. de solut ion à étu- 
d ie r  contenant environ 25 mg/ml. de protéine. 

- l a  chambre de séparation e s t  alimentée avec l e  tampon.@. 4.: 

R. 49- Tampon tris-hydroxyoiethylamino-méthane (0,008 M)- acide 
c i t r i q a e  (0,008 M )  à pH 8 , 6  

- Tris-hydroxyméthylamino-méthane ............... 48,5 g. 

- Solution d 'acide c i t r ique  2 1~4 ................. 19 m l .  
- Eau d i s t i l l é e  ..................m.............. 5000 ml .  

Ajuster à pH 8,6. 

Les compartknrnt;~ des électrodes sont remplis avec l a  solut ton 

tampon R. 50. 

R. 50- Tampor;. ;jour l e  compartiment é lsctrodes  : 

- Tria-hj.aroxyméthylamino-méthane ............... 145,5 g. . - So1rrtic:r~ d acide cierique 2 M.. ................ 64 m l .  
Eau d i s t i l l é e  - ..........*...................... 5 l* 

Pour t r ace r  l e  diagramme du protéinogramme on mesure 
l a  densité optique à 2 780 A de chacun des 48 tubes. Pour 
mettre en évidence 1 f hGtérogénéit6 des d i f fé rentes  f r ac t ions  

nous dosons par  t -chnique chiaique l e s  protéines ,  l e s  oses 
combinés e t  l e  try-ptophanne. 



B. DOSAGE DES PROTEINES PAR LA METHODE DE LOWRY =--------- ---------E---- - C - - ~ = ~ = = S - - - 3 3 ~ I = = = ~ = = ~ - - - - ~ = = ~  

a- Principe : 
La solut ion de protéine e s t  dosée à l a  f o i s  pour sou 

pouvoir biurétogène ( s u l f a t e  de cuivre en milieu a l c a l i n  e t  
par l e  pouvoir réducteur des r e s t e s  tyrosine e t  trypt@..harme 
sur l e  r é a c t i f  phosphotungstomolybdique de FOLIN e t  CIbCALTEU 

(1. 60) selog une application à lJautoanalyseur (M. 33)  de l a  
méthode de LOPLEIY (T. 61), d'après  l a  technique de BISEZI'PE e t  Coll, 

(T. 62) MANDL. (92. 63). 

b- Réactifs  : 

R. $1- S o l u t i ~ ~ : ~  de s u l f a t e  de cuivre : 

.................. - Sulfate  de cuivre 5 H2 O (R.P) 1 g. 
- Tar t ra te  double de sodium e t  potassiun .......... 2 g* 
- Eau d is t - i l lée  ....................... . . . . . . q .  s.p; 1 l6 

R. 52- Tampon a lca l in :  

- Bicarbonate de sodium .......................... 84 g. 

- Eau d i s t i l l é e  .................................. 500 m l .  

Dissoudre à l ' a i d e  d'un ag i ta teur  magnétique. 
D'autre p a r t ,  ~ i s s o u à r e  45 g. de p a s t i l l e s  de soude (RPC dans 
environ 300 m l .  d'eau d i s t i l l e e .  Après refroidissement mélanger 
l e s  deux solut ions  e t  compléter à 1 l i t r e  avec de l ' e a u  d i s t i l l é 2  

R. $3- Réactif de POLIN e t  CTOCALTEU (T. 64); 

D a n s  un ba l lon  de deux l i t r e s  mnni d 'un ré f r igé ran t  
à r e f lux  introduire  successivement : ...... - Tungstate de sodium ............... .. ... .. 100 g. 

- Molybdate de sodium ................... .... ... 25 g. 



- Eau d i s t i l l é e  ................................ 700 m l .  
- Acide phosphorique à 85 % .................m.. 50 m l -  

- Acide chlorhydrique RP ....................... 100 m l ,  

Porter  à l tébullitbon I O  heures, l a i s s e r  r e f r o i d i r  e t  ajouter 

.......................... - Sulfate  de l i thium 140 g- 
- Eau d i s t i l l é e  .........................m..... 50 m l .  

- Brome ....................... ...qu elques gouttes, 

Agiter quelques minutes e t  por te r  à EjtSullition 
environ un quart d'heure 9our éliminer l 'excès  dc brome. Laisser 
r e f r o i d i r .  ComplSter à 1 1. avec de l ' eau  d i s t i l l é e  e t  f i l t r e r  
Conserver en flacons bouchés à l ' a b r i  de l a  lumière. Le r é a s t i f  
au moment de l 'emploi d o i t  ê t r e  jaune e t  non v e r t ,  l a  coloratic?. 
ver te  é tan t  un signe de réduction. 

R. 54- Dilution du r é a c t i f  de FOLIN CIOCALTEU: 

- Réactif R. 53 . m m * , . m e m m m , e , o . , m m e m m e * * e *  m m o e m m  1 vol. 
- Eau d i s t i l l é e  ................................. 3 vol. 

C- TECIDTI~UE ------ -- --------- 
La f igure  no 9 montre que l a  p r i s e  d ' e s s a i  (tube 

No 1 :orange) e s t  mélangée ain su l fa te  de cuivre (R, 51 : tube 
No 2 : rouge) e t  au tampon a l c a l i r  (B. 52, tube No 4 : v i o l e t  
e t  orange). On entrecoupe de bu l l e s  d J a i r  (tube No 3 : rouge) F -  

on agi te .  Après addit ion du r é a c t i f  de FOLIM e t  CIOCALTEU 
(2. 54, tube Bo 5 : rouge) on passe pa r  plusieurs  bobines né- 
langeuses e t  on enregis t re  l a  coloration à 660 mu. avec une 

,f 

cuve de 6 mm. 



Figure 9 : Circui t  dfanalyse automatique pour l e  
des protéines par  l a  méthode de LOWRY. 
(Chapitre VI. B e c )  



DOSAGE DES OSES REDUCTEURS LIBBBS PAR HYDROLYSE: 
==E=====~==~~P===~3~===~~p----EI---EI---EI-------------- ...................... 

a- Principe : 
Le chauffage en milieu acide d'une solut ion de 

glycoprotéine entraine une rupture plus ou moins accentuée 
des l i a i sons  osidiques. Les oses l ibé rés  dans ce milieu acide,  
se fu r fu ra l i sen t .  Les dérivés du fu r fu ra l  obtenus sont diffé-  
r e n t s  selon q u ' i l  s ' a g i t  d'un pentose, d'un methylpentose ou 
d'un hexose. I l s  se condensent à des v i t e s ses  var iables  avec 
divers  phénols comme 1 l orcinol. LI étalonnage doi t  de préf érenre 
e t r e  effectué avec un mélange de sucres dans des proportions 
analogues à ce l l e  qui se trouve dans l a  glycoprotéine étudiée 
(MONTREUIL Tm 65).  Lorsque l ' o n  étudie des mélanges de glyco- 

protéines on étalonne l a  réac t ion  colorée avec des solutions 
d'hexoses ce qui donne des mesures semi-quantitatives, suf f i -  
santes  pour l e  t racé  d 'un glycoprotéinogramme. 

Nous u t i l i s o n s  l a  méthode de TILLMANS e t  PHILIPPI ('i. 5: 
nodifiée p a r  RILIIWGTO3T (T 67 - T 68) selon une adaptation à 

1 analyse automatique (DAUTREVAUX, T 69). 

b- Réactif ;  

R a  55- Solution sulfurique d lo rc ino l  : 

- Orcinoi . . . . . e . . ~ . . . . . . . . . . ~ ~ ~ ~ ~ a  ~ ~ ~ a . a ~ ~ e ~ ~ . e  1 ,6  g,  
- Solution normale d'acide sulfurique . . . . . . . . . . 100 m l .  
- Acide sulfurique 80 p.  100 (v/V) .... ..... ,... q.s.p 1 1, 

c- Technique : 

Comme on l e  v o i t  f i g u r e  No 10, l a  p r i s e  d 'essa i  
(tube No 1 ; noi r )  e s t  di luée par l ' isopropanol,  aspirée pour 



compléter l e  déb i t  du tube No 2 : orange. Le mélange e s t  
i n j e c t é  dans un f lwr  de r é a c t i f  R. 55 (tubes No 3 e t  5 : '8ciflexiT 

diamètre : 1 , 8  mm) entrecoupé de bu l l e s  d ' a i r  (tube No 4 : orailglc 
On mélange par passage dans une bobine e t  on régular ise  lléchau-C- 
fement par une c i r cu la t ion  d'eau. Après incubation dans un bain-- 

marie à 80°, on enregis t re  l a  colorat ion à 520 mu. 

D- DOSAGE ---- DU TRYPTOPHWVNE COM33INE: 
----z=IEIC=E=C==3===Çi:=IE1EZE=== 

a- Principe 

Comme tous l e s  dérivés de l l i n d o l e ,  l e  tryptophanne 
donne une combinaison colorée avec l e  r é a c t i f  dtERLICH. Nous 
u t i l i s o n s  l a  technique de SPIES e t  CHAMBIBIS (T. 70) adaptée 
à l t  analyse autoaatique (DRUTREVAUX T. 71). On étalonne avec 
des solutions de tryptophanne . 
b- Réact i fs  : 

R. 56- Réactif dtERLICH 

.................. - p.diméthylamino-benzaldéhyde 3g. 

- acide sulfurique 60 p. 100 (v/V) .............. 1 1, 

R. 57- N i t r i t e  de sodium à 0,04 g p. 100, 

La p r i se  d ' e s sa i  (tube No 1 : noir)  entrecoupée 
d.e bu l l e s  d ' a i r  (tube No 2 ; noi r )  e s t  mélangée avec l e  r é a c t i f  
R. 56 (tube No 3 : jaune). On ag i t e  dans une bobine r é f r i g é r é e  
par une c i r cu lâ t ion  d'eau e t  on l a i s s e  incuber l a  réac t ion  à 
20'. On In t rodui t  l e  réactif? R. 57 (tube No 4 : r io i r )  on passe 

bobines 
par des mélangeuses e t  on effectue l a  lec ture  calorimétrique à 
660 mu avec une cuve de 6 mm. (voir  f igure  No 11 ) 



Figure No 10 : Circui t  pour l e  dosage automatique des oees -- --------- 
réducteurs l ibé rés  par hydrolyse. 

(Chapitre V I  C. c )  
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Figure -- --------- No II : Circui t  pour l e  dosage automatique du 

T r y p t  ophanne combiné (chapitre V I .  Dc) 
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On effectue une électrophorèse sur ge l  dJagar à 
pH 8,2. Après séparation électrophorétique on dispose dans une 
r igo le  pa ra l l è l e  au sens de déplacement un serum d'un animal 
(cheval ou lapin)  immunisé contre l e s  protéines  à étudier. Les 
protéines séparées par électrophorèse e t  l e s  anticorps apportés 

par l e s  immunserums diffusent  1 'un vers 1 'autre  créant un 
gradient de concentration. LorsquJen un l i e u  donné l e  t i t r e  
en antigène e s t  équivalent à c e l u i  des anticorps,  il se :pro- 
du i t  m e  p réc ip i t a t ion  du complexe antigène-anticorps , qui 
s l i n s o l u b i l i s e  dans l e  se in  du g e l  dlagar.  Les protéines non 
précfpi tées  sont facilement lavées par une solut ion isotonique 
de chlorure de sodium. Les arcs  de préc ip i ta t ion  sont colorés 
par l e  noir  amido 12  BN (GRABm, S. 72), (SCHEIDEGGER, T. 73) 
(HIRSCHEFELD, Te 74). 

Les lames d'agarose sont préparées comme pour 1'éleo.- 
trophorèse de zone en g e l  d'agar '(Chapitre V. D) Avec u n  
emporte pièce spécial  (L.K.B Pd. 28) on découpe dans l e  g e l  
une r igo le  centrale  ds 3 mm de large sur 65 mm de long. De 

p a r t  e t  d 'au t re  6e c e t t e  r i g o l e ,  à 7 iam.de cel le-ci  e t  à 25 mm. 
du c8té de l a  lame r e l i é e  au pôle négatif  on creuse avec un 
t r o c a r t  un t r o u  cylindrique de 2 mm de diamètre. 



Le pôle p o s i t i f  é tant  placé à gauche on dispose 
dans l e  t rou  supérieur une solution de protéine à étudier. Le t=;.~<. 
in fé r i eu r  e s t  des t iné  à recevoir  une solut ion de référence,  

l e  plus  généra1emen-L un sérum humain normal, 

On pratique l lé lectrophorèse comme au chapitre V. O. 

e t  immédiatement après c e t t e  séparation on remplit  l a  r i g o l e  
centrale  avec un immunsérum. On l a i s s e  d i f fuser  48 heures en 
chambre humide ct t r e u i p r  24 heures dans une solution de chlo- 
rure  de sodium à 9 g./l .  On dépose sur l e s  lames un morceau de 
papier pour chromatographie e t  on l a i s s e  sécher une nu i t .  

Nous u t i l i s o n s  comme immuns&wms l e s  sérums équins 
No 223 e t  306 ant iprotéines  sériques humaines de l ' I n s t i t u t  
Pasteur (LI. 39). Pour un t r a v a i l  de rout ine l e  mélange à p a r t i e  
égale des sérums No 223 e t  306 donne de bons r é s u l t a t s .  Pour 
une autre  p a r t i e  de notre expérimentation nous avons u t i l i s é  
des immuns6rums de lap in  an t i -ex t ra i t  phytique préparés selon 
l a  technique que nous décrivons au chapi t re  V I I .  S. 

3- Coloration : ---------- 
R. 58- Réactif colorant : 

- Noir amido 12 BN ............................ 1 g *  ........................... - Alcool méthylique 400 m l .  
- Acide acétique (R.P) .....................O.. 100 m l .  
- Eau d i s t i l l é e  ......................... q. s .p. 1 1. 

Placer l e s  lames dans une bofte  à colorat ion en matière plas- 
t ique  (boi tes  pnur 20 lames : M. 26). Colorer quelques minutes 
avec l e  r é a c t i f  (R. $8). Rincer à plusieurs  r ep r i ses  avec l e  
r é a c t i f  (R. 43). Laisser dans l e  dernier  bain quelques heures. 
Essorer entre  deux f e u i l l e s  de papier f i l t r e  e t  l a i s s e r  sécher 
à l ' a i r .  



En général l e  fond des lames e s t  encore fortement 
coloré ce qui rend l ' i n t e r p r é t a t i o n  des lames assez d i f f i v i l e .  
Pour obtenir des fonds de lames parfaitement incolores , trem- 
per quelques minutes dans l e  tampon pH 8 , 2  (R. 38) en ag i tan t  
e t  en surve i l lan t  constamment l a  décoloration. . Lorsque 1' as- 
pect  de l a  lame e s t  s a t i s f a i s a n t , f i x e r  environ cinq minutes 
dans l ' a c i d e  acétique p u r  c r i s t a l l i s a b l e  e t  l a i s s e r  sécber à 
l ' a i r *  

Dans ce r t a ins  cas p a r t i c u l i e r s ,  nous avons opéré 
avec un seul  t rou  pour l e  dépôt de l a  solut ion de protéine au 
milieu de l a  lame avec une r igo le  à 7 mm de p a r t  e t  d 'autre .  
Cette disposi t ion e s t  sur tout  intéressante  pour comparer l 1 a c -  
t i o n  de deux immunsérums d i f f é ren t s  sur un m ê m e  mélange de 

protéines. 

INlMUNODIFFUSION --------------- (Technique dlOUCHTERLONY, --------------- 

P r i n c i p  ------ - 
On dispose de pa r t  e t  d ' au t re  d'une r i g o l e  conte- 

nant- un immunsérum plus ieurs  solutions de protéines.  La dif-:' 

fus ion se produit comme pour l~iumunoélectrophorèse, il se 
forme autour de chaque dépôt une s é r i e  d ' a rcs  de préc ip i ta t ion ,  

a- S i  deux arcs  correspondants à deux dépôts vois ins  se 

rejoignent pour former un seul  arc  de forme sinusoïdale on" 
peut conclure que dans l e s  deux solut ions  étudiées il 

7 a. un const i tuant  antigénique commun. 

b- S i  un arc  d'un mélange coupe l e s  a rcs  de préc ip i ta t ion  du 
mélange vois in ,  on peut conclure que l a  s ro té ine  correspon- 
dant à ce premier a rc ,  ne f igure  pas dans l a  composition 
du second mélange. 



2- Technique : --------- 
Pour f a c i l i t e r  l ' i n t e r p r é t a t i o n  il f a u t  l i m i t e r  

l e  nombre de protéines  entrant  dans l a  composition de chaque 
solut ion à é tudier ,  Les conditions de diffusion sont fix6e.s 
en fonction de l a  concentration en protéine e t  de l ' e f f i c a c i t é  
des immunsérums. Nous avons étudié  plusievrs  types de schémas. 

1- sur une lame pour microscopie (25 x 75 mm) garnie 
d'agarose on découpe une r igo le  centrale  de 3 x 65 mm comme 
pour llimmunoéJ.ec-txr'ophorése. D e  p a r t  e t  d r  autre à 7 mm de ce t t e  
r igo le  on creuse avec un t r o c a r t  une s é r i e  de 5 t rous  de 2 mm. 
de diamètre. Sur l a  rmgée  supérieure l e s  trous sont espacés 
de 12 mm, sur l a  rangée in fér ieure  l e s  écar t s  en t re  deux 
t rous  sont de 16 mm. 

2- sur Lae lame de verre de 90 x 12 mm.on coule 18 m l .  
de gel  d'agarose (8. 39). Pa ra l l è l e s  au c6té de 90 mm. on 

découpe 3 r i g o l e s  de 3 mm.de largeur  écaiat;ees en t re  e l l e s  de 
33 mm. Les deux r i g o l e s  extrêmes se  trouvect à 24 mm.des bords. 
O n  peut a i n s i  creuser 4 rangées de 5 t rous  de 2 ou 4 mm. de 
diamètre éloignées d'environ 16 mm, d'une ou deux r igoles .  L t  é- 

c a r t  entre deux t rous  voisins e s t  chois i  cntre 12  e t  16 mm, en 

fonction des r é s u l t a t s  des e s sa i s  préliminaires. Ce d i spos i t i f  
présente lLavantage de pouvoir é tudier  svr un seul  dépst 
l ' a c t i o n  de deux immuns6rums d i f f é ren t s .  

t r a i t e  l e s  lames exactement comme pour la révé- 
l a t i o n  des immunoélectrophorèses (chapi t re  VII. A). 



C- DIFFUSION CONTROLATERALE d 'une solut ion antigénique à iden- 
====n=ana==l=nm=n=e=II== 

t i f i e r  : technique d1OSSELW (T. 76;- 

On pratique 1 ' électrophorèse sur gélose d'un mélange 
de protéine sur une lame dlagarose munie de deux r i g o l e s  l a t é -  
r a l e s  à '7 mm de pa r t  e t  d 'au t re  du point  de départ.  Une des ri- 
goles r e ç o i t  un immunsérum convenable qui fourn i t  une sé r i e  
d ' a rcs  classiques de l~immunoélectrophorèse. Dans l ' a u t r e  gout- 
t i è r e  on dispose une solut ion de protéinegprovoquant l a  d i f -  
fusion d'une sé r i e  d'antigènes selon un f ront  g a r a l l è l e  à celui; . 
du f ront  de diffusion des anticorps de llimmunsérum. A équiva- 
lence de t i t r e  il se  produira une l igne de p réc ip i t a t ion  sur 

tou te  l a  longueur de l a  lame. S i  une protéine du mélange déposé 
dans l a  gout t ière  e s t  identique à un consti tuant du mélange 
soumis à l lé lectrophorèse c e t t e  l igne de préc ip i ta t ion  se 
raccorde avec 1 ' a rc  correspondant de 1 limmunoélectrophorèse. 

Cette technique permet l ' i d e n t i f i c a t i o n  de cer ta ines  
protéines avec c e l l e s  contenues dans l e s  solut ions  de référence. 

D- EPUISENIENT ======----- D'IRmmSERUM ------- PAR UN MELABTGE DE PROTEINES CONNCTES. -----El- -.,---==========----------- -----------Ca --,----,,--_.-,, -------ri------. 

S i  l ' o n  met en contact une protéine ou un mélange 
de p o t é i n e s  avec un immunsérum, il se produit une préc ip i ta t ion  

du complexe antigène - anticorps. Après repos une heure A 37. 
on centrïeuge. L'immunsérum obtenu e s t  privé des anticorps cor- 
respondants aux protéines u t i l i s é e s  pour l e  saturer .  La d i f -  
f i c u l t é  rés ide  dans l a  détermination du poids de protéines 
nécessaire gour sa turer  l e s  anticorps d'un sérum. Tout excès 
de l ' un  ou de l ' a u t r e  des antagonistes provoque une redis-  



solut ion du complexe antigène -anticorps. 

Le sérum du sang du oerdon ombilical ne contient  
pas de gamma A, de gamma M,de l ipoprotéine,  dlhaptoglobine, n i  
de c é r ~ l % ~ l a s m i n e .  Après saturat ion d 'un immunserum par l e s .  pro- 
t é ines  du sérum du cordon on obt ient  un r é a c t i f  ne contenant 
plus que l e s  anticorps correspondants à ces protéines. 

E- IMDIIITNISATION D'UN LAPIN CONTRE UN Y ' iANGE DE PROTEINES ; 
E=====C=E==C=X=pS==SZCZLLii==ZEE=Z2=Z-=C==I'3ZIC==E==1~==~= 

1- P r i n c i ~ e  : ------ - 
à un lap in  

0x1 i n j e c t e  par voie intra-péritonéale une solut ion 
de l a  préparation de protéines .- - On stimule l a  fabr i -  
cation d 'anticorps p a r  l e  lapin à l ' a i d e  d'un trai tement par l e  
zymosan (HAVEZ Y. 77) (NEUHrZUS, T. 78) . 

2- Réact i fs  : -------- 
R a  59- Solution de zynosm .- 

...... Zymosan (Ni, 42) ..................... 70 mg. 
Solution de chlorure de sodium 9 g'kl  ...... 20 m l *  

Porter 10 minutes au bain-marie bou i l l an t ,  l a i s s e r  sédimenter 
Conserver à 4'. 

R. 60- Antigène de Freund: 

hui le  de vaseline ......................... 3 p a r t i e s  
lanol ine ............................m..... 1 part i t ,  
tampon de hECHAEZIS physiologique pH 7. . 4 partie:: 
B.C.G -tué à l'étuve 100°) 24 H. 1 mg/ml.de l iquide.  



Dissoudre un peu de monooléate de glycérol  dans l ' h u i l e  de 
vaseline,  poser l ' h u i l e  sur l a  phase aqueuse. Mélanger à la 

seringue ; l1 émulsion e s t  de bonne q u a l i t é  s i  une goutte 
tombant dans une éprouvette d'eau donne une sphère. 

A l a  f i n  de notre expérimentation nous avons auss i  
u t i l i s é  une préparation commerciale (antigène de FREUND complet 
M. 6) qui nous a  donné toute sa t i s fac t ion .  

3- Techniqge ---___ : 

On cho i s i t  de préférence un l ap in  mâle assez jeune 
(environ 1 kg 500) que l ' on  soumet à wi régime r i che  en légumes 
ve r t s .  On l u i  f a i t  l a  sé r i e  d ' in j ec t ions  selon l e  programme 
suivant : 

- l e r ,  2ème e t  3ème jours : i n j ec t ion  intraveineuse de 

3 m l  de R. 59, : 
- S i  1 on ne dés i r e  pas comaiencer immédiatement 1' immuni- 

sa t ion on e n t r e t i e n t  l a  r é a c t i v i t é  du l ap in  avec une in jec t ion  
i n t r a - p é r i t o d a l e  hebdomadaire de 3 mlAde solut ion R. 59. 

- dans l e  cas contrai re  l e  13ème e t  l e  14ème jour : 

in jec t ion  intra-péri tonéale du mélange : 

........................ solut ion 2. 59 0,2 m l .  .............................. antigène 20 mg. ............... so lu té  de N a  C l  à 9 g / l  1 m l .  

- l e  15ème e t  l e  16ème jour : i n j ec t ion  intrapér i tonéale  
du mélange : ........................ solut ion R. 59 0,4 m l ,  .............................. antigène 4.0 mg- ................. so lu té  de N a  C l  9 g / l  2ml .  



- Le 20ème jour : inJec t ion  intrapér i tonéale  du mélange : 

. ............................. antigène 100 mg 
soluté  de Na C l  à 9 g / l  .............. 1 m l -  ........... antigène de FREUND (R. 60) 1 m l *  

- Le 50ème e t  l e  75ème jour : i n j ec t ion  intra-péri tonéale 
du mélange : ............................. antigène 40 à 100 mg- 

so lu té  de Na C l  à 9 g/1 .............. 1 m l c  

- A p a r t i r  du 30ème jour, prélever quelques m i l l i l i t r e s  
de sang, centr i fuger  e t  t e s t e r  en u t i l i s a n t  l e  sérum pour révé- 
l e r  une ou plusieurs  immunoélectrophorèses. En général l e s  
imrnunserums sont u t i l i s a b l e s  à p a r t i r  du 50ème jour. €&and 
1 ' a c t i v i t é  du sérum e s t  s a t i s f a i s a n t e ,  saigner l e  lap in ,  l a i s se r  
décanter l e  sang hépariné, prélever l e  plasma en év i tan t  l 'hé-  
molyse e t  l e  lyophi l iser .  

... ̂.....*.....W.. "" ......... "...""..*...-...".....".-. ....................... "...,... ..---.--... " a-,, "..-" ..... "." .......-......-...... "" ........-..-........ "." .......... "" .................................................. 

V I I I .  - FRACTIOFJIfENIENT D f U N  PLELANGE DE PROTEINES PAR 1 i 
i 
i RELARGAGE AU SULFATE D ' ATfi1ONIUIJ. 1 i 
:_ .._..-....... <..___.." .. ........................... ....................................................................... " .........-.--.-...... " " .......- ..... " Y,..... - ......... -- ... -.-....'........ . 

A. PRINCIPE : -------- -------- 
La s o l u b i l i t é  d'une .protéine e s t ,  en t re  au t re ,  

fonction de l a  force ionique. L'expression quant i ta t ive a é t é  
é tab l ie  par COHN (T. 79) e t  étudiée par IERRIEN (T. BQ?'! 

S 0 5 \/Ai. 
(1)  log ---- = z1 z2 ---A------ - Ks,t, 

So 1 + b / i+  / 



S e t  So = s o l u b i l i t é  de l a  protéine, 
Z1 e t  Z2 = l a  valence des ions. 

/U = l a  force ionique, 
b = constante- 

Ks = constante de relargage. 

Cette équation (1) rend compte de l ' a c t i o n  dual i s te  
des s e l s  neutres ,  lesquels à f a i b l e  concentration déterminent 1r. 

so lub i l i sa t ion  des protéines (premier terme du second membre) 
e t  à f o r t e  concentration provoquent leur  relargage (second 
terme du second membre). 

Dans l e  cas des f o r t e s  concentrations : 
P 

On peut écr i re  : 

(2) log S = log so + K - "s p 

S i  l e s  concentrations au l i e u  dl t? t re  rapportée:: à 1 000 g. 

d'eau s o l v a t e  l e  sont à 1 000 m l  de solution,  l 'équat ion ( 3 )  
prend l a  forme usuelle suivante : 

log S 

Par a i l l e u r s  l a  s o l u b i l i t é  d'une protéine e s t  fonc- 
t ion  du pH e t  il faudra donc contrôler  ce fac teur .  La s o l u b i l i t i  
des s e l s  ceut res  étant  fonction de l a  température, il faut  l a  
dé f in i r  e t  sur tout  év i te r  tou tes  var ia t ions  importantes de 
celle-ci  pendant l e  fractionnement. Nous avons prat iqué tous 
nos relargages à l a  température du laboratoire.  



B- TECKNI€JUE ------ 
-----i-=3 

Afin de l imi te r  l e s  phénomènes de coprécipi ta t ion,  
il e s t  préférable  de ne pas opérer l e  fractionnement sur une 
solut ion t rop  concentrée. Pratiquement on di lue l e  sérum au 
demi de façon à obtenir  une concentration infér ieure  à 35 g/l. 
Pour a j u s t e r  l a  concentration en s u l f a t e  d t  ammonium au pour- 
centage de sa tura t ion  désirée ,  on peut chois i r  entre  deux 
méthodes : - 

1- Ajuster l a  concentration en su l fa te  dtammonium ; par 

addition d'un volume calculé de solut ion saturée de ce s e l .  

R,  61- Solution saturée de su l fa t e ,  d'ammonium : 

.................. - Sulfate  dlammoniurn R.P 2 500 g .  

- Eau d i s t i l l é e  ........................... 3 1 s  

Laisser en contact une journée en ag i tan t  périodiquement. 
Laisser reposer pendant une nu i t .  Le lendemain 'placer sous 
ag i ta t ion  magnétique pendant plusieurs  heures. F i l t r e r  avant 
usage. Conserver à température constante. 

Calcul du volume de r éac t i f  nécessaire ...................................... 
Mesurer l e  volume de l a  solut ion à t r a i t e r .  Ajouter 

l e  volume de r é a c t i f  B. 61 déterminée par l a  formule suivante : 

S concentration de départ exprimée en 
de l a  sa tu ra t ion  

S - concentration à obtenir.  

Y nombre de m l  de solut ion saturée (Re 60) à ajouter  
à 100 m l  de so lu t ion  de concentration S , pour obtenir (100 + Y) 

de solut ion de concentration S2. 



Cette technique e s t  t r è s  pratique pour l e s  concen- 
t r a t i o n s  infér ieures  à 50 p. 100 de l a  saturat ion.  Au-delà de 

50 p. 100 on u t i l i s e  l a  deuxieme méthode. 

2- Aduster l a  concentration en su l fa t e  d'ammonium 2% - mi------ ------------ ---- ---w-------- 

addi t ion d'un ~ o i d s  calculé  de su l fa t e  d'ammonium 
----Y------ -----------------II------------ 

c r i s t a l l i s é .  

- S i  G = nombre de grammes de su l fa t e  d'ammonium dans un l i t r e  

de solut ion saturée (à 20° G = 536,34: 

V = volume apparent spécifique de su l fa te  d'ammonium dans 
une solut ion satmée (à 20° V = 0,5414). 

x -  nombre de grammes de su l fa t e  d'ammonium R.P à ajouter 
B 100 m l -  de solut ion de concentration SI pour obtenir 
une solut ion de concentration S2. 

s i  l ' o n  opère à 20' l a  formule devient.  

3- Méthode u t i l i s é e  : 
---a------------ 

- serum ou plama humain .. . . ... . ... . . . 1 vol. 
- soluté  de chlorure de sodium 9 g/l. . 1 vol. 

1 O0 
Amener à 33 p. sa tura t ion  par addition d'un volume 

nécessaire de su l fa t e  dlammoniun (R. 60). Ajuster l e  pH à 6 
avec de l'ammoniaque 6 N ou de 1' acide sulfurique 6 IV. Agiter 
Laisser reposer quelques heures. Le préc ip i té  sédimente e t  
l a i s s e  un surnageant limpide. Centrifuger à température cons- 
tante .  



a- Le p réc ip i t é  e s t  immédiatement redissout  dans un volune 
su f f i san t  de so lu té  de chlorure de sodium à 9 g/l .  La solu- 
t i o n  obtenue e s t  didysée contre eau courante pendant plusieurs  
jours dans un boudi,~ de cellophane (M. 41). On c o n c e ~ t r e  comme 
nous l 'avons d é c r i t  par a i l l e u r s  (chapi t re  1. C 4) .  Les euglo- 
bul ines  préc ip i ten t  l o r s  de l a  dialyse.  Il e s t  souvent plus  
in té ressant  de l e s  séparer par centr i fugat ion à 4' e t  de 
redissoudre c e t t e  sous-fraction dans un so lu té  de chlorure de 
sodium à 9 g/ l ) .  

b- Le surnageant e s t  amené à l a  concentration désirée  en sul-  

f a t e  d'ammonium e t  au pH chois i  pour l a  p réc ip i t a t ion  suivante, 
h .  Chaque f r a c t i o .  a i n s i  obtenue e s t  déf in ie  par s.es 

conditions de p réc ip i t a t ion  e t  par c e l l e s  de l a  f r ac t ion  précé- 
dente; -par exemple : f r ac t ion  précipi tée  par  l e  s u l f a t e  d ' ammoniim 
entre  X M. pH A e t  Y l~lYpH B. Nous rep~oduisora  tableau No X I I .  

de l a  p a r t i e  expérimentale l e s  zones de relargage actuellement 
admises pour l e s  glycoprotéines du sérum. 
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IX. - PREPMATION DE L'EXTRAIT PERCHLORIQUE DU SERUM SANW#H i 

Afin de pouvoir comparer l a  composition des e x t r a i t s  
perchloriques e t  phytiques nous avons préparé des e x t r a i t s  per- 
chloriques 0,2 N selon l e s  techniques de de VAUX SAINT-CYR e t  
GRABAR (T. 81) e t  de SCHüLTZE, HEIDE e t  HAUPT (T. 82). 

Technique : Dans un réc ip ien t  convenable mélanger : 

- sérum humain .....................O...... 100 m l .  
- soluté  de chlorure de sodium à 9 g / l  .... 200 m l .  
- Eau d i s t i l l é e  ........................... 800 m l .  
- acide perchlorique 0,75 N ............... 400 m l ,  



Tous l e s  r é a c t i f s  sont amenés préalablement à une 
température de 4'. On centrifuge l e  p lus  rapidement possible a v ~ v  
une centrifugeuse r é f r igé rée  à 4' e t  on neut ra l i se  immédiatemen-; 
l e  l iquide s u r n a g e a ~ t  . On pratique successivement l a  d ia lyse ,  
l a  concentration e t  l a  lyophi l isat ion comme pow l ' e x t r a i t  
phytique (chapi t re  1. C ,  4). 

..... .......... ........................... ......... ....................... .......... . !... . .-. ....... .._... ................... ).< ............-. "." ...... " - ......- " ..-...., " ..-....... "".." .-..... ".," " '" -.-,., 
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i X. - FRACTIOBTNEIViENT DES PROTEINES PAR LE RIVANOL. / 
............. ..................... ............... .......... <" ........ ..._ ...................... "."" ........................ " - ................................. <...................-..*........................"............."..-...............-.........-...-. " " ".".-" -.--,-. 

A. Princiee : ------ - 
Le l a c t a t e  de diamino (6,9)- é thoG.  (2) acridine ou 

Rivanol possède l a  propriSté de p réc ip i t e r  dans cer ta ines  con- 
d i t ions  l a  plupart  des protéines. Seules quelques glyco- 
protéines sont plus ou moins solubles dans ce r é a c t i f  ( p a r t i e  
expérimentale : dixième chapitre I I ) .  Le pH, l a  force 

ionique du milieu e t  l a  concentration en Rivanol interviennent 
dans ce phénomène. 

B. Réactif : -------- 
Solution tamponnée de Rivanol. 

- Rivanol .. .; ....................... 24,9 g, 
- Solution de phosphate de sodium 

O pH O 1 1. 

C. Technigue : ------ -- 
Dans un réc ip ien t  convenable mélanger : 

- serum ou plasma ................... 1 vol. 
- solut6 de chlorure de sodium à 9 g/l. 1 vol-  
- Solution de Rivanol (9. 62) ........ 1 vol, 



Vérif ier  l e  pH qui do i t  r e s t e r  vois in  de 8,O e t  l a i s -  
se r  reposer une à d e T u  heures en ag i tan t  périodiquement. Il 
se forme wi p réc ip i t é  abondant que l ' o n  sépare du surnageant 
par f i l t r a t i o n  sur un papier.pour chromatographie (M. 4 

e t  M. 2 3 ) .  

Le Rivanol e s t  éliminé de ces f rac t ions  par ad- 

d i t i o n  d'une solut ion de chlorure de sodium à 5 p. 100 dans 
laquelle il e s t  peu soluble. On élimine l e  r e s t e  de ce Rivanol 
par dialyse prolongée contre eau d i s t i l l é e  fréquemment renou- 
velée. Les adialysables sont lyophi l isés .  
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I N T R O D U C T I O N  
-----1==~1==9~1======== ----- 

HISTORIQUE. 

LI acide inositohexaphosphorique ou acide phytique 
se combine à de nombreuses protéines pour donner un p réc ip i t é  
à un pH généralement compris en t re  2 e t  4. Celui-ci se solu- 
b i l i s e  par a l ca l in i sa t ion  légère du milieu e t  se reforme par 

ac id i f ica t ion .  En solut ion a lca l ine  1 acide phytique e t  l a  
protéine semblent l i b r e s  e t  peuvent ê t r e  e x t r a i t s  par l e s  
méthodes habi tue l les .  

La  combinaison protéine - acide phytïique ex is te  à 
1 ' é t a t  na ture l  sur tout  dans l e  règne végétal.  LINDENBAUM (1) 
e t  MNICH (2) l ' i s o l e n t  des graines de fève. Depuis, d ivers  
auteurs ont d é c r i t  des combinaisons analogues : PISCHINGER (3)  
pour l e s  graines de chanvre, WIAZOWNICKA (4) pour l e s  graines 
de b l é ,  FOWAIN23 (5) pour l e s  graines de cotonnier e t  de pois. 

COURTOIS (6) e t  BARRE (7, 8, 9) retrouvent ce phé- 

nomène en étudïant  1' amandot albumine e t  1 amando-globuline . I l s  
prouvent que l a  "caséine d 'amande" n ' e s t  autre qu'une combi- 
naison dtamando-albumine e t  d tac ide  phytique. 



Cette préc ip i ta t ion  phytique f u t  généralisée 5 

de nombreuses protéines  : protéines  sériques par HEZLOT e t  
WHEBORJF (10) e t  ovalbumine par MATTSON e t  KOUBLER- 
ANDERSON ( I I ) .  

COURTOIS (12) e t  BARRE (13, 14, 15) trouvent avec 

de nombreux dér ivés  phosphorés ac ide ,  une réac t ion  assez 
comparable, mais de tous l e s  composés étudiés l ' a c i d e  phytique 
donne'les réac t ions  l e s  plus ne t tes .  Ceci s 'explique par l ' a c -  
cumulation de six r e s t e s  orthophosphoriques sur une molécule 
de méso-inositol, donnant a i n s i  une grande densité de fonctions 
acides, régulièrement r é p a r t i e s  autour d  une p e t i t e  molécule 
de cyclohexane . 

Ces auteurs (BARRE 16, 17) proposent 1 ' interpré- 
t a t i o n  suivante de l a  préc ip i ta t ion  des protéines par l ' ac ide  
phytique : dans une zone optimale de pH, l e s  fonctions acides 
de l ' ac ide  phytique s a l i f i e n t  l e s  fonctions basiques ionisées  
des protéines. Il y. ~ u r a i t ,  d'une p a r t  une diminution du nombre 
des charges é lec t r iques  e t  d 'au t re  p a r t ,  une modification de 
l a  disposi t ion spa t i a l e  de l a  protéine ; ce qui en t ra ine ra i t  
l a  préc ip i ta t ion .  Une va r i a t ion  de pH modifie l e  d e p é  d ' io-  

n isa t ion  des fonctions e t  l a  combinaison se redissout.  

Les fonctions basiques des protéines sont repré- 
sentées par l e s  fonctions amines terminales a i n s i  que par l e s  
fonctions ',. - aminées de l a  lysine, l e s  groupes guanidyle de 

l ' a rg in ine  e t  l e s  noyaux imidazole de l ' h i s t i d i n e .  Une désa- 

mination par l ' a c i d e  n i t reux  f a i t  d i spa ra i t r e  75 p. IO0 des 
l i a i sons  entre  1 ' acide phytique de 1 ' amando-albumine (BARRE 19) 



L'aldéhyde formique peut r éag i r  avec de nombreux groupes Fo- 

nisés  des protéines  : fonctions amine, t h i o l ,  amide, groupe- 
ment guanidique e t  noyau indole (FRAENKEL - CONRAT 21, 22); 
mais son act ion sur l e s  fonctions amines e s t  révers ib le  quand 
l e  pH e s t  i n f é r i e u r  à 6. Aprés ac t ion  du formaldéhyde à pH 10 

suivi  de dialyse prolongée, BARRE (22 - 23) a c i d i f i e  l e  milieu 
en présence d 'acide phytique : dans ces conditions lfamando-al- 
bumine ne f ixe  p lus  que 70 p. 100 de l a  quanti té d 'acide 
phfiique qu ' e l l e  capte normalement. 

COURTOIS, BARRE (24) e t  WORMSER (25) t r acen t  l e s  
courbes de t i t r a t i o n  e t  de conductivité de l ' ac ide  phyéique, ce 

qui l e s  conduisent à proposer une s t ruc ture  intermédiaire en t re  

ce l l e s  données par  rjEUBERG (26) e t  ANDERSON (27, 28, 29) 
(voir chapi t re  1. F. e t  f igure  No 2;). Ils étudient l ' i n f luence  

du pH sur l a  combinaison acide phytique - protéine (amando- 
albumine, sérum-albumine humaine e t  salmine) a i n s i  que c e l l e  
de l a  présence de t r aces  de calcium, de magnésium e t  de zinc. 

DELRIEU (30) u t i l i s e  1' acide phytique pour l t é t ü i e  
des groupements basiques des protéines du sérum sanguin e t  
de l ' u r i n e .  Il signale des var ia t ions  importantes en patho- 
logie humaine . 

COURTOIS (31) MALANGEAU e t  CHABRE ( 3 2 )  étudient  
par électrophorèse sur papier l a  composition du l iqu ide  

surnageant après préc ip i ta t ion  phytique du sérum sanguin 
humain, Certaines glycoprotéines, l e s  beta-séromucoides acides 
e t  l e s  g l y c o ~ r o t é i n e s  acido-solubles se retrouvent dans ce 
surnageant phytique. Ces auteurs s ignalent  des phénomènes de 



compétition entre  1e.s fonctions acides des glycoprotéines 
e t  c e l l e s  de l ' a c i d e  ihytique.  L'héparine joue un r 6 l e  inhi-  

b i teur  assez puissant p u i s q u l i l  f a u t  douze f o i s  p lus  d 'acide 
phytique pour obtenir  une p réc ip i t a t ion  normale de 20 mg. 
de sérum-albumine en présence de 20 mg. d'héparine. Ce phéno- 
mène ne se  retrouve pas avec des glycoprotéines r i c h e s  en 
acide s ia l ique  comme l~orosomucoïde de W E I W  e t  l e  pleuro- 
mucoïde de MICHON (COURTOIS 33, 34). 

BARRE (35, 36) e t  LABAT (37) se  sont sur tout  a t -  

tachés à l ' é tude  de solutions di luées  de protéines  e t  à l ' u t i -  
l i s a t i o n  de l ' a c i d e  phytique comme r é a c t i f  défécant de micro- 
prélèvementg de sérum sanguin en vue d ' examens biochimique s 
multiples sur des pr i ses  d ' e s s a i s  rédui tes .  Ils sont amenés à 
étudier 1 ' influence de divers cat ions  (sodium, calcium e t  

magnésium) sur l e  pourcentage de p réc ip i t a t ion  des protéines  
sériques e t  de l a  sérum-albumine humaine par l ' ac ide  phytique. 
I l s  étudient  par électrophorèse sur papier l a  composition du 
p réc ip i t é  phytique du sérum sanguin humain. 

Cette thèse se place dans l e  prolongement de c e t t e  
importante su i t e  de travaux. Dans l e s  premiers chapi t res  nous 
étudions l e  mode de combinaison de l ' ac ide  phytique avec cer- 

ta ines  protéine s e t  surtout 1 ' influence de cer ta ins  para- 
mètres sur ce t t e  réac t ion  de préc ip i ta t ion .  Nous étudions 
ensuite l e s  proprié tés  physico-chimiques du l iquide surnageant 
e t  nous cherchons à i d e n t i f i e r  l e s  composants phytosolubles 
du sérum sanguin. 



- FREMIER CHAPITm - 
-=-=-=-=-=-=-=-=- 

1. - ETUDE PHYSICO-CHIMIQ_UE DE L'ACIDE PHYTIQIUE ET DE SES SELS, 
===c================-========E=E=3~EE1==-=~~=====~=*=====- 

A. E ta t  na ture l  -modes d'obtention- : ------------------------------ 
L ' acide inositohexaphosphorique ou acide p y i q u e  

e s t  t r è s  répandu dans l e  règ le  végétal où il se trouve à l t é t a t  
de s e l s  e t  de combinaisons phospho-organiques. Les organes de 
réserve en sont généralement r i ches  e t  l e s  f a r i n e s  consti tuent 
d excel lentes  matières premières pour son ex-traction. On 
effectue généralement un trai tement préalable par 1 alcool 
boui l lan t ,  a f i n  de dé t ru i re  l a  phytase (BOURQUELOP, 38) e t  

par l ' é t h e r  powl éliminer l e s  phospholipides. Il f a u t  l i b é r e r  
l ' a c i d e  phytique de ses  combinaisons généralement peu solubles 
dans 1 ' eau. Par exemple dans l a  graine de fève, l ' a c ide  phytique 
e s t  combine au calcium, au magnésium e t  aux protéines.  A pH 
6,7 on peut ex t ra i r e  92 % de c e t  acide a l o r s  qu'à pH 3 l e s  com- 
binaisons sont pratiquement insolubles. A pIi 1 l a  t o t a l i t é  
du phosphore phytique e s t  ex t rac t ib le  (COURTOIS , 39). C'est 
pourquoi on t r a i t e  l e  p lus  souvent par une solut ion d'acide 
chlorhydrique à 2 % ou d 'acide t r ichloracét ique à 10 % qui 
présente 1' avantage d f i n s o l u b i l i s e r  l e s  protéines.  

Dans l a  technique de POSTERNAX (40 - 41)1 on e x t r a i t  
par l ' ac ide  chlorhydrique di lué,  Le perchlorure de fer  préci- 

p i t e  l e  phytate ferr ique qui e s t  lavé à l ' e a u  d i s t i l l é e  e t  red is -  

sout dans un minimum de soude. On f i l t r e  e t  par addi'tion d f a l -  
cool au f i l t r a t  on provoque l a  p réc ip i t a t ion  du phytate de 

sodium. On redissout dans un Mnimum d'eau d i s t i l l é e  au bain- 
marie, Par repos au ré f r igé ra teu r  à 4' C ,  il se forme des 
c r i s taux  clinorhonbiques de phytate de sodium. 



Dans une autre technique (CANALS 42) on précipi te  
l e  phytate de cuivre à pH 3,S. Après lavage à l 'eau d i s t i s e  

l a  suspension e s t  t r a i t é e  par lthy&ogéne sulfuré qui élimine 
l f i o n  cuivre à l ' é t a t  de sulfure e t  l ibè re  l 'acide phytique. 

WORDIISER (43) précipite l e  phy-te hhexabarytique 
par addition progressive de chlorure de baryum à une solution 
de phytate de sodium. Après lavage abondant par l 'eau distiliée 
à 60' Cg l e  précipi té  e s t  t r a i t é  par une quantité exactement 
calculée d ' acide sulfurique, pour l i bé re r  l 'acide phyt;ique e t  
précipi ter  l e  baryum sous forme de sul fa te .  

Pour usage ana1yt;ique il e s t  préferable de préparer 
l e s  solutions d'acide phytique par passage d'une solution 
de phytate de sodium sur une colonne dtSchangeur de cations 
sous forme acide (voir  pa r t i e  technique : chapitre 1. B- 1) . 

PROPRIETES PHYSICO-CHIMI$UES 
= P P ~ P ~ P ~ ~ P ~ p P P a 3 1 C E ~ E = 3  === 

Le phytate de sodium (M. 17) e s t  l e  s e l  de l ' ac ide  
phytique l e  plus u t i l i s é .  Le produit commercialement disponible 
répond à l a  formde: C6H6024P6î?a12 ; 38 ,00 H20 'P.M. = -1.69 
A 1 'étuve à 120' C ce s e l  perd 39, J P. de son poids pour donner 
un composé de formule : 

C'est une poudre c r i s t a l l i ne  blanche, soluble dans 
1 'eau. Un léger chauffage au bain-marie f a c i l i t e  l a  dissolution 
L1insolubi l i té  du phytate de sodium dans l ' a l coo l  permet de l e  
pur i f ier .  Les solu3ions aqueuses sont t r é s  alcalines (pH 12 
e t  plus). 



L'acide phytique e s t  tràs soluble dans l ' e a u ,  soluble 

dans l ' a l c o o l  e t  l ' é t h e r .  Les solut ions  aqueuses sont t r è s  
acides. La molécule e s t  assez s t ab le .  L'hydrolyse chimique e s t  
d i f f i c i l e  sur tout  en milieu a l ca l in .  L'eau de baxy-te à 18Q0 Cg ne 
provoque qu'une hydrolyse minime après 30 heures. On peut iden- 
t i f i e r  1 ' i n o s i t o l  l i b é r é  après un chauffage à 230° pendant 
24 heures avec de l a  soude à 20 p. 100 (WINTESTEIN, 4 4 ) .  ki 
milieu acide (acide sulfurique au demi ou au t i e r s )  l lhydrolyse 
e s t  t o t a l e  en 10 heures à 170° (WINTESTEIN, 45), (ANDERSON 46 

e t  HART 47). Une solut ion d'acide phytique peut s 'hydrolyser 
spontanément. ANDERSON (48) constate l a  l ibé ra t ion  de 12 p. 100 

du phosphore en d i x  h u i t  mois. Un chauffage à 105* pendant 
48 heures entrafne l 'hydrolyse de 75 p. 100 des l i a i s o n s  e s t e r s .  
FLRTRY (49) démontre qu 'à  120° l a  v i t e s se  dlhydrolyse e s t  maxi- 
male à pH 3, El le  diminue progressivement lorsque l e  pH aug- 
mente poux devenir infime au-dessus de pH 9. A pH in fé r i eu r  , 
a 3 ,  l 'hydrolyse e s t  plus  lentëlk, mais tou tefo is  en solut ion 
t r è s  acide (5 N e t  plus) e l l e  s 'accélère  considérablement. 

C ,  HYDROLYSE PAR LA PHYTASE 
=====EZFZzZ4=Sxa1=1S==C= 

1- Description _---_- _--_-_-_-_- de l a  ~ h p a s e .  _ -___ 
L'hydrolyse de 1 'acide phytique e s t  plus facilement 

r éa l i sée  par l ' a c t i o n  de l a  phytase qui e s t  une phytophospha- 

tase  (FLEURY 50, PERLES 51)% Le pH optimum de son a c t i v i t é  se  
s i tue  en t re  5 e t  5,6. Cette act ion sur l ' ac ide  phytique l a  
dif férencie  des phosphatases a l ca l ines  d 'origine animale e t  
des phosphatases acides du règne végétal .  En e f f e t ,  on trouve 

dans de nombreuses graines,  à c8té  de l a  phytase, une phospho- 
monoestérase banale appartenant au type II de l a  ehss i f i ca t ion  

de ROCHE e t  COURTOIS ( 52 ) .  Cet enzyme qui a g i t  sur une gamme 
étendue de monoesters orthophosphoriques d 'alcools ou de 
phénols, se  montre par contre incapable d 'a t taquer  l e s  e s t e r s  
penta e t  hexaphosphoriques de l ' i n o s i t o l .  Les e s t e r s  tri e t  
tétraphosphoriques sont dé jà  plus  sensibles  à 1 ' act ion de l1en-  
zyme t and i s  que 1 ' acide i n o s i t  01 monophosphorique const i tue  un 
substra t  aisément hydrolysable (COURTOIS 53). 



La phytase possède u n  champ d 'act ion plus étendu 

e l l e  effectue 1 'hydrolyse des e s t e r s  monophosphoriques sensibles 

à l ' a c t i o n  des phospho-monoestérases banales e t  de plus scinde 
l e s  e s t e r s  penta e t  hexaphosphoriques de l l i n o s i t o l .  L'attaque 
da l a  rcoléculedacide phytique par l a  phytase se r é a l i s e  de 

façon progressive, l e s  s i x  fonctions e s t e r s  n ' é t an t  pas rompues 
simultanément. Les radicaux phosphoriques se  détachent l e s  uns 
après l e s  au t res  comme l e  démontrent l e s  expériences de S. e t  
Th. POSTERNAK (54). Après l ibé ra t ion  d'une première molécule 
d 1  acide orthophosphorique , 1 'hydrolgse de 1 ' es te r  inositopenta- 
phosphorique r é s u l t a n t  se poursuit par 1' attaque de l a  fonction 
es t e r  s i tuée  en pos i t ion  méta pzir ragport à l 'hydroxyle l i b r e  
(DESJOBERT 55). La chromatographie sur papier a par l a  s u i t e  
permis de déceler l e s  cinq e s t e r s  du rcéso-inositol qui appa- 
r a i s sen t  successivement au cours de l 'hydrolyse de l ' ac ide  
phytique par l a  phytase du son de b lé .  

Au cours d ' e s sa i s  de pur i f ica t ion  des phytases 

de diverses graines (b lé ,  s e ig le ,  r a d i s ,  .soutarde blanche etc. .)  
au moyen des techniques de fractionnement par l e s  s e l s  ou par 
l e s  solvants orgûnique s (FLEURY, 5 6 ) ,  COLLRTOIS (57, 58, 59, 60) 
e t  PERLXS (6'1) ont pu r é a l i s e r  l a  séparation de l a  f r a c t i o n  

correspondant à l a  phosphornonoest érase bazale de c e l l e  douée 
d ' a c t i v i t é  ' phytasique. Jusqu ' ic i  il n ' a  pas é t é  possible dtob- 
t e n i r  une f r ac t ion  enzymatique agissant str 1 acide phytiq~ie 
mais dépourvue d ' ac t ion  sur l e s  e s t e r s  monophosphoriques. A 

l ' i nve r se ,  ces auteurs  ont toujours i s o l é  wie f r ac t ion  hydro- 
lysant l e s  mono-esters orthophosphoriques m a i s  totalement 
inactive sur l ' a c i d e  phytique. 

A -EE,,-------,-- l i c a t i o n  analytique -, ,---,,--, de l a  &ytase , --,, : 

Nous avons reproduit  l e s  expériences d'hydrolyse 
phytasique de ces a u t e ~ r s  dans l e  but  de mettre au point  une 
méthode de dosage de l ' a c i d e  phytique à l a  f o i s  spécifique 
e t  plus f a c i l e  à r é a l i s e r  que l a  minéralisat ion t o t a l e .  



Nous avons préparé des e x t r a i t s  à a c t i v i t é  phy- 
tasique élevée (1 mg. hydrolyse plus  de 0 ,3  mEq d'acide p h y t i q u ~  
s o i t  0,025 mM:T Pour ce la  on ag i t e  des graines de se ig le ,  préa- 
lablement concassées ou du son de b l é  dans une solut ion de 
chlorure de sodium à 2,5 p. 100. Sur l e  f i l t r a t  limpide on 
opère un relargage par l 'acétone à 4OC, (MASSON 62). 

L ' appl icat ion analytique de ce r é a c t i f  enzymatiquv 
présente quelques d i f f i c u l t é s  : 

- La préparation phytasique do i t  ê t r e  étalonnée avec 
chaque s é r i e  de dosages. 

- L'hydrolyse t o t a l e  e s t  longue à obtenir.  

- 1 'Hydrolyse p a r t i e l l e  fourn i t  un mélange complexe 
d'acide phytique, de méso-inositol a i n s i  que de tous l e s  i n t e r -  
médiaires en proportion variable d'une expérience à l ' a u t r e .  
Il nous a é t é  impossible d 'obtenir  des conditions d'hydrolyse 
p a r t i e l l e  donnant des r é s u l t a t s  sa t i s fa i san t s .  

- Enfin nous avons vu que l a  phytase n t  é t a i t  pas spgci- 
fique de l ' a c i d e  inositohexaphosphorique, mais pouvait également 
hydrolyser l a  plupart  des au t res  e s t e r s  orthophosphoriques ee 
qui l imite  l ' i n t é r e t  de ce t t e  technique dans l e  cas  d'analyses 
d ' e x t r a i t s  phytiques contenant d ' aut res  dérivés organiques du 

phosphore. 

9i. AUTRES SELS DE L'ACIDE PHYTIQUE. ------------------------------ 
Les au t res  s e l s  de l ' ac ide  phytique sont préparés 

à - p a r t i r  de 1 ' acide inositohexaphosphorique ou du phytate de 

sodium. A p a r t  l e s  s e l s  de cat ions  a l c a l i n s ,  . la plupar t  des 
phytates sont insolubles  à l ' i n t é r i e u r  d'une cer ta ine  zone de 

PH- I l s  sont dissociés  en milieu acide e t  l e s  s e l s  préc ip i ten t  
plus ou moins rapidement l o r s  de l a  neutral isat ion.  



Le phytate de zinc préc ip i te  dès pH 3 
(VJORnSER 63). On l e  -prépare par mélange de so lu t ions  tamponnées 

à pH 4 d 'acé ta te  de zinc e t  d'acide phytique. Le préc ip i té  
e s t  lavé par  l ' a l c o o l  à 70: puis  redissout dans l'ammoniaque 
12 N. On peu doser l e  zinc du préc ip i té  e t  du l iquide surnageaE:-* 
par  l e  complexon III en milieu ammoniacal à pH 10, en présence 
de noir  dëi iochrome. Cette technique fourn i t  une excellente 
méthode de dosage volumétrique de 1 * acide phytique (MALANGEAU 6 i : 

Le phytate ferr ique e s t  insoluble dans l ' ac ide  
chlorhydrique à 2 p. 100 e t  l ' a c ide  t r ic lkracé t ique  à 10 p. AOCe 

Dans ces conditions l e  phosphate ferr ique e s t  soluble. Nous 
avons vu que ce t t e  proprié té  e s t  mise à p r o f i t  pour l t e x t r a c -  
t i o n  de l ' a c i d e  phytique. On peut également effectuer un 
dosage volumétrique de l ' a c i d e  inositohexaphosphorique par 
une solut ion t i t r é e  de perchlorure de f e r  en présence de thio- 

cyanate d'ammonium (HEBNER 65). Par colorimétrie de l ' i o n  f e r -  
r ique en excès, on peut également doser 1' acide phytique (TOFPOIJ!~ ( 

YOUNG 67). 

La "mixture magnésienne préc ip i te  1 l acide phy- 
t ique  en même temps que l e s  phosphates. C'est d ' a i l l e u r s  une der 
r a r e s  proprié tés  cornmunes aux ions phytique e t  orthophosphoriqv-2 

(PEREZ 72). Le phytate d'argent e s t  p réc ip i t é  au-dessus de pH 2.  

Il e s t  soluble  dans 1 ' ammoniaque. C ' e s t  un composé photosensib1.c , 
On a d é c r i t  deux s e l s  de plomb : un à 4, l ' a u t r e  à 9 atomes de 

plomb par molécule d 'acide phytique. Le premier préc ip i te  à 
pH 2,5 ,  l e  second à pH 5,6 (BROWN 73). 

A l'examen de toutes  ces proprié tés  chimiques, 
on peut constater  1 ' absence de réac t ion  colorée permettant l a  
recherche e t  éventuellement l e  dosage de 1 acide phytique , surt c.:: 
en présence de protéines.  C'est  pourquoi, comme tous nos prédé-, 



cesseurs nous avons é t é  dans 1 'obl igat ion d 'effectuer  l e s  
dosages après une min&alisation de nos p r i ses  d ' e s sa i s  
(COURTOIS 74) . On obt ient  quantitativement de 1 ' acide ortho- 
phosphorique que 1 ' on dose avec l e  r é a c t i f  nitro-vanado- 
molybdique de 1VIISSO2J (75) (COURTOIS 76). C'est  l a  technique 
de dosage de l ' a c i d e  phytique l n  plus u t i l i s é e  pour l e s  rne- 
sures précises.  El le  n ' e s t  applicable que pour des '.prélè- 
vements ne contenant pas d 'au t res  dérivés phosphorés. 

Courbes de t i t r a t i o n  : ------------------- 
Le t r ac6  potentiographique de l a  neut ra l i sa t ion  

d'une solution IJI/12 d'acide phytique par de l a  soude normale 
permet d ' i d e n t i f i e r  12 fonctions acides par molécule. Un 
premier point dféquivalenco vois in  de pH 5 représante l a  neu- 
t r a l i s a t i o n  de s i x  ac id i t é s  f o r t e s  ff 2). Enfin, vers  
pH 11 on enregis t re  l a  neut ra l i sa t ion  de quatre ac id i t é s  
t r è s  f a ib les  (pK #& 9,5). 

En solut ion plus diluée (voisine de M/120)) ce 
dernier  point d ' inf lexion e s t  peu marqué. Il nlapgaraf t  p lus  
pour des solutions M/600 (voir  f igure  No 1). Pour l a  prépa- 
r a t i o n  d'une solut ion t i t r é e  d 'acide phytique il e s t  donc 
recommandé d 'effectuer  l e  dosage potentiographique sur une 
solut ion mère assez concentrée (au moins voisine de normale) e t  
de f a i r e  ensui te  l e s  d i lu t ions  nécessaires pour obtenir l e  
t i t r e  desiré.  

La  courbe de t i t r a t i o n  d? phy-tate de sodium par 
1' acide chlorhydrique permet de mettre en évidence quatre 
a c i d i t é s  t r è s  f a i b l e s  e t  deux a c i d i t é s  fa ib les .  II e s t  t r è s  
d i f f i c i l e  de l o c a l i s e r  avec précision l e  point d ' équivalence 

correspondant aux s i x  ac id i t é s  f or tas .  Eh u t i l i s a n t  1 ' acide 
perchlorique en solut ion aqueuse, on obt ient  un t r a c é  t o u t  
à f a i t  comparable. On peut donc étalonner une solut ion de 



Courbes do neii t ral isa. t ion d e  i ' acids ph-y-kique pu 
la soude. 



phytate de sodium au moyen d'un acide f o r t  en prenant ccmme 

point  dl équivalence l a  première inf lex ion  de l a  courbe qui 
e s t  l a  plus marquée. El le  correspond au quatre douzième du 
t i t r e  en ion phytique. 

En solut ion non-aqueuse (acidé acétique i anhy- 
dride acétique) l e  dosage du phytate de sodium p a r  l ' ac ide  

perchlorique d i lué  dans 1 'acide acétique c r i s t a l l i s a b l e  met 
en évidence un seul  point  d'équivalence correspondant à 18 ac id i  7 1 ,  

, ' - "/ 
par molécule (BROWN 77). 

L'acide phytique possède donc 18 fonctions 
acides par molécule : 

- s i x  ac id i t é s  f o r t e s  (pK i& 2 ) -  
- deux ac id i t é s  f a i b l e s  (pK f& 61% 
- quatre a c i d i t é s  t r è s  f a i b l e s  (PR +& 9,5). 
- six a-cidités extrêmement f a i b l e s  décelables uniquement 

en prot  ométrie non aqueuse. 

Nous avons v u  qu'en solut ion voisine de normale 
il e s t  f a c i l e  de dé tec ter  avec suffisamment de:précision l e  
point  d'équivalence correspondant à l a  neut ra l i sa t ion  par l a  
soude de 12 fonctions acides par molécule d'acide phytique. 
Par a i l l e u r s ,  l e  phytate de sodium l e  plus  couramment u t i l i s é  
comporte 12 ions  sodium par molécule. Nous prendrons donc l e  
douzième de molécule gramme comme dé f in i t ion  de l 'équivalent  
d'acide phytique. Dans tou t  ce qui va suivre nous exprimerons 
l a  concentration de nos r é a c t i f s  en normalité a i n s i  déf inie  
sans préjuger du nombre d ' a c i d i t é s  réagissant  effectivement 
dans chaque cas  p a r t i c u l i e r .  



F- F ornule de 1 ' acide @.pique : 
---iiiii----u-i- -- 

Les t r è s  nombreuses recherches effectuées 

depuis plus  d'un demi s i èc le  n 'ont  pas encore permit d r a t -  

t r ibue r  à l ' a c ide  phytique une formule pouvant t e n i r  comp~e 

de toutes  l c s  proprié tés  physlco-chimiques de c e t t e  molécule. 

Actuellement t r o i s  formules sont discutées par l e s  auteurs. 

La formule d ' ANDERSON représente 1 ' acide phytique comme un 
e s t e r  hexaonoorthophosphorique de l ' i n o s i t o l  (78-79). 

NEUBERG (80-81) l e  considère comme un e s t e r  de l ' ac ide  trihydro-.- 

phosphorique de SANFOURCHE (82-83). Le choix en faveur de 

l 'une ou 1 autre de ces deux formules découle de l 'é tude de 

l a  s a l i f i c a t i o n  de l l û c i d e  phytique par divers cations. Les 

s e l s  a l c a l i n s  correspondent à l a  formule dtANDERSON. Les s e l s  

de métaux p lur iva len ts  e t  ce r t a ins  s e l s  mixtes or ientent  plu- 

t ô t  vers l a  formule de NEXJBERG, t a n t  par leur( .  composition 

centésimale (FISCHLER 84)1, (OTOLSKI 85) (POSTERNAK 86) que 

par leur courbe de dosage potentiographique du phytate de 

sodium par des solut ions  de ces cat ions  (BROWN 87). 

Pour BARRE (88), COURTOIS e t  WORMSER (89) l ' i n t e r -  

préta t ion des courbes de t i t r a t i o n  e t  de conduci i v i t é  e s t  

p lu tô t  en faveur de l a  formule d'ANDERSON, mais dans ce cas  

on devrait  trouver s ix  ac id i t é s  f a i b l e s  équivalentes e t  non 

deux f a i b l e s  e t  quatre t r è s  f a i b l e s  comne nous 1' avons vu au 

paragraphe précédent. C1ast pour t e n i r  compte de ces f a i t s  

expérimentaux que ces  auteurs ont proposé l a  formule reproduite 

sur l a  f igure  No 2. La présence de quatre l i a i s o ~ h y d r o g é n e  

permettait  de j u s t i f i e r  l a  r é p a r t i t i o n  des ac id i tés .  BROWX e t  

c o l l ,  (90) suggèrent que 1 ' acide phytique pourrai t  e x i s t e r  

sous deux formes ne d i f f é ran t  que par t r o i s  molécules d'eau. 



P i p e  TT* 2 : Poririu1.e~ proposées pour  1 ' a c ide  phytique. -- ------ - 
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Nous avons vu plus haut que l ' a c i d e  phytique à pH 

vois in  de 2 se combine à de nombreuses protéines  avec formation 

d'un p réc ip i t é  de phytate de protéine. COURTOIS, BARRE e t  
WOWm y voient une ' l i a i s o n  électrosta t ique eritre l e s  fonc- 
t ions  acides de l ' a c i d e  phytique e t  l e s  groupements basiques 
des protéines. Pour exprimer leurs r e s u l t a t s  i l s  u t i l i s e n t  
l e  mode d 'expression suivant : 

r = nombre de molécules dlacide phosphorique e s t é r i f i é  
5 sous f orne d 'acide phytique combiné à I O  g, de 

protéine. 

Dans c e t t e  dé f in i t ion  des uni tés  l ' in t roduct ion  
d'une référence à un poids conventionnel de protéine permet 
de comparer l e s  protéines  entre  e l l e s  même s i  l ' o n  ignore 
leur  poids noléculaire  e t  permet d 'é tudier  l e s  mélanges de 
protéines ( BARRE 96) (WORMSER 97). 

Un peu plus t a r d  BAREIE, COURTOIS, DELRIEU e t  
PERLES (98) continuant c e t t e  importante s é r i e  de travaux, con- 
cluent qu'une fonct ion acide par r e s t e  orthophosphorique de 
l ' ac ide  phytique se  conbine à un groupenent basique de la 

. - 



protéine. L'acide phytique r é a g i t  donc uniquement par ces six 
ac id i t é s  f o r t e s .  Le nombre d 'atomes de phosphore du précipi té ,  
correspond donc au nombre de groupements basiques qui ont 
réagi .  Le nombre d i  atomegdf azote du p r é c i p i t é  donne l a  quanti- 
t é  de protéine,  combinée à l ' a c i d e  phytique. Ces auteurs déf inis-  
sent  donc l e  "Noabre de groupements basiques totaux" drune 
protéine ou Nb : c ' e s t  l e  noihbre de groupements cationiques 

totaux d%me p o t é i n e  d'un poids moléculaire conventionnel 
de 100 000 e t  renfermant 16 p. 100 dlûzote t o t a l  (COURTOIS 99). 

Soi t  P l e  rapport pondéral du phosphore e t  m 
de l ' azo te  dans l e  p réc ip i t é  de phytate de protéine . 

Pour l a  rédaction de ce t r a v e i l  nous avons pré- 
f é r é  u t i l i s e r  un autre  mode d'expression I1ltindice de combi- 

naison phytf que ". C ' e s t  l e  nombre d ' atome-grammes de phosphore 
phytique combiné à 100 atone-grammes d ' azcte prot  éi.que dans 

l e  préc ip i té  de phytate de protéine. 

1 40C P Indice de combinaison phytique ( 1cp)  = ------- = P 45,2 ---O 

31 K N 

Du point  de vue numérique c e t  iricice correspond 
au Nb à un coef f ic ien t  près. Sa déf in i t ion  e s t  totalement indé- 
pendante du poids moléculaire de l a  protéine étudiée a i n s i  que 
de sa teneur en azote. El le  présente en .-outre l 'avantage de 
ne pas préjuger du mode de conbinaison ent re  l ' ac ide  phytique 
e t  l e s  protéines.  

Pour comparer nos r é s u l t a t s  à ceux des travaux 
antér ieurs  nous u t i l i s o n s  l e s  équations suivantes : 

' Icp = 3,087 Nb et Nb = 12,5 I cp 
On arrondit  ces deux indices  au troisième chi f f re  s i g n i f i -  

c a t i f .  



/ ETUDE DE LIINFLUENCE DE DIVERS PARWTRES SUR LA 1 
i i PRECIPIIPATION PHYTIQUES DES PROTEINES. i i ; 

Dans ce chapi t re  nous avons cherché à préciser  
dans quelle mesure l e s  d i f f é ren t s  facteurs  peuvent influencer 
l a  p réc ip i t a t ion  des protéines par  1' acide phytique. Nous 
nous sonmes at taché à mettre en évidence l e s  causes d1inhi-  
b i t i o n  p a r t i e l l e  ou t o t a l e  du phénomène de précipi ta t ion.  
Chaque f o i s  que l e  préc ip i té  pouvait etre séparé nous avons 
effectué une mesure de l ' i n d i c e  de codina ison  phytique a f i n  

de déceler l e s  conditions pour lesquel les  l a  r éac t ion  entre  
l ' ac ide  phytique e t  l e s  protéines é t a i t  incomplète tout  en 
é tant  suff isante  pour assurer l a  préc ip i ta t ion  de l a  protéine,  

1. - INTRODUCTION, ------------ 
------y----- 

Tan* p m  nos r é s u l t a t s  personnels que par l a  
lec ture  des  travaux antér ieurs ,  il e s t  évident que ce pro- 
blème e s t  t r è s  conplexe. L'évolution d'un paramètre entrafne 
des modifications de 1 r i n f  luence de cer ta ins  au t res  facteurs  
Ceci e s t  particulièrement évident dans l e s  conditions défa- 
vorables pour lesquel les  l a  préc ip i ta t ion  phytique des 
protéines e s t  incomplète. 



Il nous seaible donc préférable de d é f i n i r  

dtzbord l e s  conditions de p réc ip i t a t ion  que nous considérons 
comme optimales, pour l r  étude analytique du p réc ip i t é  de 
phytate de protéine,  

Dans tout  ce chapitre nous prendrons comme base 
l e s  conditions expérimentales suivantes : 

- Protéine : 0,50 à 0,66 ng/ml, 

- PH : 2 à 2,3. 
- acide phytique : 0,006 N .  

- acide c i t r i q u e  : 0,WM.. 

Toutes l e s  concentrations sont rapportées au 
milieu réact ionnel  f ina l .  La force ionique en chlorure de 

sodium e s t  l a  plus  f a i b l e  possible pour assurer l a  mise en 
solution de l a  protéine étudiée. 

D e s  l a  majorité de nos expériences nous avons 
é t é  obligés de maintenir un p H  constant à l ' a i d e  d'une s o l u t i o ~  
tampon c i t r ique .  Avant toute  chose il nous fau t  donc é t a b l i r  
que 1 ' acide c i t r i q u e  ne modifie pas fondamentalement l e  
phénomène que nous étudions. 

II. - INFLUENCE DE L'ACIDE CITRIQUE SUR LA PRECIPITATION DES ----- 3---- ----------- - -  ----=-- ----- ------- -=--- --- ----- - -------- --------- - ---- --- --a ,-,--,,-----, -,-=,- -, 

PROTEINES PAR L'ACIDE PHYTIQUE. 
........................... 

Grgce au d i spos i t i f  que nous décrivons pa r  
a i l l e u r s  (voir  p a r t i e  technique : chapitre III. B e t  III C - 2) 
nous fa isons va r i e r  l a  teneur en acide c i t r ique  du milieu, 
tous l e s  au t res  paramètres r e s t a n t  constants. 



a- Serum albumine hunaine (M. 22) 

Nous obtenons une  p réc ip i t a t ion  phytique conve- 
nable à p a r t i r  d'une concentration de 0,025 M.en acide c i t r ique  
Pour des concentrations plus f a ib les  l e  pouvoir tampon du 
r é a c t i f  e s t  insuf f i san t  pour assurer l e  maintien du pH ent re  
2 e t  2,5. Ehtre 0,025 e t  0 ,1  M-en acide c i t r i q u e ,  l f I c p .  e s t  
maximum ( s o i t  14) ,  Au-delà de O,? &I.les nesures de l l i n d i c e  

de combinaison phytique sont beaucoup plus  imprkcise S. 

b- Gamma-globulines placentaires  (M. 9) 

De O à 0,12 M en acide c i t r ique  l 'Lep. évolue 
de 9,4 à 10,6 ( s o i t  10  + 0,6). Pour une concentration plus  - 
élevée en acide c i t r i q u e  (0 ,?2 à O,14 M) ce t  indice tend à .  

diminuer faiblement (moyenne de 9 ,5  + 0,5) .  Pour 1 'ensemble - 
de c e t t e  expérience tous l e s  icp. se  regroupent entre  9,8 + - 
0 , 8  a lo r s  que l e s  concentrations en acide c i t r ique  varient  
de O à O,14 B.!. Dans l e  cas pa r t i cu l i e r  des gamma-globulines 
p lacenta i res  on peut admettre que 1 lacide c i t r i q u e  n ' in te r -  
v ien t  pratiquement pas dcans l a  préc ip i ta t ion  phytique s i  ce 
n ' e s t  qu'en naintenant l e  pH in fé r i eu r  à 2,5. 

c- Insul ine (M. 10). 

Nous avons obtenu des indices  de combinaison 
phytique de 1 0 , B  - + 0 , 8  pour des concentrations an acide c i -  
t r ique  vzr ian t  de O à 0,15 M. Dans ce cas encore, l ' a c ide  
c i t r ique  ne modifie pas l e  phénomène. 

Protéines du sérum huaain : 

Dans l e s  nemes conditions que précédemment l e s  
Icp du p réc ip i t é  de phytôrte de protéine e s t  de 10 + - 0,6 pour 

des var ia t ions  de concentration en acide c i t r i q u e  de O à 
0 , l  hi* 



Nous pouvons donc conclure que 1 'acide c i t r ique  
u t i l i s é  pour son pouvoir tampon ne modifie généralement pas  
l a  préc ip i ta t ion  phytique des protéines pour des concentra- 
t i o n s  infér ieures  à 0,1$ M. L'expérience nous a montré qu'avec 
nos conditions expérimentales l e  pH du milieu réactionnel peut 
e t r e  maintenu i n f é r i e u r  à 2,5 avec une concentration en acide 
c i t r ique ,  de l J o r d r e  de 0,04 M. Nous sommes donc cer ta in  de 

nXin t rodu i re  aucune er reur  en tamponnant nos n i l i eux  de r é a c t i ~ . ~ :  
par 1 'acide c i t r ique  . Lorsque nous aurons étudié 1 'influence 
des autres  paramètres de l a  réact ion nous verrons dans quel le  
mesure l a  présence d 'acide c i t r ique  peut at ténuer l e s  e f f e t s  
de cer ta ins  de ces facteurs .  

III. - INF&'UYVCE-~Q-QH SUR LA PRECIPISATIOI? DES PROTEINES PAR ------ - - - - - = = = - 3 ? ~ 3 3 = = 1 p = G = i I m c 2 = 3 s 3 7 = E = = C ~ = = = E ~ = = = =  

L'ACIDE PHYTIQUE. 
==========p=p-== 

1- Introduction : -------- ---- 
Dès l e s  premieres recherches, il e s t  apparu que l e  

pH du milieu réact ionnel  jouait  un r ô l e  important dans l a  
combinaison des pro té ines  avec 1 ' acide phytique . BARRE (100, 

101, 102) l e  prouve pour 1 ' amando-albumine e t  1 ' insuline.  
WORMSER (103) montre que l a  sérumalbunine humaine e s t  préci-  
p i t ée  pa r  l ' a c ide  phytique entre  pH 4,7 e t  2,05. La tenaur 
en phosphore du p r é c i p i t e  e s t  maximale entre  pH 3 e t  2,0$ 

( r =  166 + 3 s o i t  un Icp. de 14,5 + 0,3).  De pH 3 à 4,7 l a  - - 
teneur en phosphore du p réc ip i t é  diminue progressivement : à 

pH 4,7 r = 93,5 ( s o i t  Icp = 8, l) .  



BARRE fl04-i05) e t  LABAT (106) mesurent l e  pourcen- 

tage de protéines  du sérum humain p réc ip i t é  par l ' a c i d e  phytique 
en fonction du.pH. Ils s 'a t tachent  sur tout  à l ' é tude  des 

f a i b l e s  concentratio~ls.  La p réc ip i t a t ion  e s t  e f fec t ive  entre  

pH 1,5 e t  4 ,s .  De pH 1,5 à 2 l a  p réc ip i t a t ion  e s t  incomplète 
(de 1' ordre de 75 %) . De pH 2 B 3 l e s  protéines sériques sont 
totalement précipi tées .  E l l e s  ne l e  sont que part iel lement en t re  

pH 3 e t  4 , s .  Avec des solutions plus  di luées  (0,25 mg/ml. de 
protéine dans l e  milieu f i n a l )  l a  zone de p réc ip i t a t ion  optimale 
e s t  plus r e s t r e i n t e .  

2- Résul ta ts  eersonnels : ---------- --------- 
Nous avons m i s  au point  un d i spos i t i f  expérimental 

nous permettant d 'é tudier  d'une façon précise l ' in f luence  du 

pH sur l a  p réc ip i t a t ion  phytique (voi r  p a r t i e  technique, 
chapitres III. B e t  III. C 1 ) .  Avec c e t t e  technique nous ob- 
tenons l e s  r é s u l t a t s  que nous a l lons  e q o s e r .  Pour f a c i l i t e r  
la'.compréhension nous l e s  schématisons dans l e  tableau No 1. 

Serumalbumine humaine 

La p réc ip i t a t ion  phytique commence à un pH compris 
en t re  1 e t  1,15. Lt indice de combinaison phytique e s t  de 8. 

Il augmente progressivement avec l e  pH pour a t te indre  144pH 
1,35. De pH 1 , J 5  à 2,75 l r I c p .  r e s t e  constant à 'I4,6. Il diminue 

ensuite progressivement (Icp. = 12,5  de pH 2,75 à 3,9). Au-delà 
de pH 4 ,3  l ' i n d i c e  de combinaison phytique diminue t r è s  rapide- 
ment. A pH 4,3 l a  préc ip i ta t ion  e s t  len te  e t  incomplète avec un 
Icp. in fér ieur  à 6. Nous avons pu i s o l e r  cer ta ins  p réc ip i t é s  
à t r è s  f a ib les  teneurs en acide phytique (Icp. = 3,4). 

b- Gamma-globulines placentaires  (M. 9) 

La p réc ip i t a t ion  phytique débute entre pH 1,7 e t  
'l ,go L'indice de combinaison phytique e s t  d'emblée m a x i m u m  e t  



r e s t e  consta:lt (Ic?. = 'i0,3) jusqutà pR 2,6. Il diminue légè- 

rement en-k~e 2 ,5  e t  3,6  (Tcs, = 5 , 5 ) ,  P-u-&là de pH 3,6 l a  
préc ip i ta t ion  e s t  1enl;e e t  i r ,~c~npl&<;e avec un Icp de 7,2. Au- 
de là  de pH 4,15 il n ' y  a plus de précipi ta t ion.  

c- proteines  du serum humain : 

La p réc ip i t a t ion  phytique commence entre  pH 1,2 e t  
2,6  selon l e s  cas. En général on obtient  un indice de combi- 
naison phytique maximum entre pH 2  e t  2 ,6 (Icp. = 13). Il nous 
faut  signaler que, dans t r o i s  expériences, nous avons pu mettre 

en évidence une zone t r è s  é t r o i t e  de pH (ent re  1,8 e t  2)  pour 
laquel le  1 ' indice de combinaison phytique e s t  anormalement 
élevé (Icp. de 15 à 18) .  

Entre pH 2,6 e t  3,9 l 1 I c p .  diminue régulièrement. Les 
derniers  préc ip i tés  i so lab les  en t re  pH 3 ,5  e t  3,9 donnent des 

indices  de combinaison phytique compris entre  6,5 e t  8. Dans 
quelques r a r e s  cas nous avons pu mettre en évidence des préci-  
p i t a t ions  f a i b l e s  e t  incomplètes jusqutà pH 4,5 a l o r s  que pour 

l a  majorité des sérums l a  préc ip i ta t ion  e s t  nul le  au-delà 
de pH 4. 

Les pH l imi te s  de p réc ip i t a t ion  phytique var ient  d'unf: 
protéine à l ' a u t r e .  La sérum-albumine préc ip i te  entre  pH 1,15 
e t  4 ,3  a lors  que l e s  gamma-globulines r e s t e n t  dans l e  surna- 
geant en dessous de pH 1 , 7  e t  au-dessus de pH 4,15. On peut 
l e  plus  souvent mettre en jvidence une zone de pH pour laquel le  
il y a  un indice de combinaison phytique maximum. La .'-argeur 
de c e t t e  zone d i f f è r e  selon l a  protéine étudiée (pH 1,35 à 

2,75 pour l a  sérumalbumine humaine ; pH 1 ,7  à 2,6 pour l e s  
gamma-globulines) . 



Pour des mélanges de protéines Gomme l e  sérum sangui&~ 

l e s  l imi te s  d i f f è ren t  en fonction de l a  composition du milieu 
Nous cherchcons p lus  l o i n  à mieux préciser  l a  composition du 
l iquide s i i~nageant  dans ].es zones de pH de p réc ip i t a t ion  in-  
rompl B t e  . 

11 f au t  séparer deux phenomènes : 

- Premier phénomène ---- : 1.a préçipitat iori  phyl;ique se  proauit  
d a n s  une zone assez la rge  de pH 
6 H 1,l  à 4,3  pour l a  sérum-albumine 
de pH 1 , 7  à 3,6 pour l e s  gamma-glo- 
bul ines) .  Ces l imi tes  de précipi ta-  
b i l i t é  sont var iables  d'une protéine 
à l ' a u t r e .  

- Deuxième phénomène - : La combinaison de l ' a c i d e  phytique 
avec l a  protéine préc ip i tée  n ' e s t  
optimale que dans une zone de pH t r 6 s  
é t r o i t e  (2,05 - + O , ?  pour l a  serumal- 

bumine humaine, 2,2 + 0,4  pour l e s  - 
gamma-globulines placent a i r e s ) .  

Les différences  de comportement enregis t rées  d'une 
protéine à l ' a u t r e  sont tou te fo i s  assez f a ib les .  De plus nous 
avons constaté que l a  largeur dee zones de préc ip i ta t ion  va r i e  eii 
en fonction de l a  concentration en protéine,  Ceci a d ' a i l l e u r s  
déjà é t é  signalé par LABAT (107). Il semble donc d i f f i c i l e  
d'envisager l ' u t i l i s a t i o n  de ces différences  de p r é c i p i t a b i l i t é  
pour l e  fractionnement des protéines.  
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Tableau -------mm-- No 'l : Influence du pH sur l a  préc ip i ta t ion  hytique e t  
sur $#indice  de combinaison phytique ]ilcp. ) de 
l a  serumalbumine humaine e t  des gamrna-globuline s 
placentaires  ' 

(acide phytique : 0,006 M - acide c i t r i q u e  : 0,04 M - 
protéine : 0,5 mg/rnl), 



/ IV. - INFUJEIIYCE DE LA CONCENTRATION EN ACIDE PHYTIQUE ! 
I i SUR LA PnECIPITATION DES PROTEINES PAR L'ACICE 1 

1. Introduction : ------- ----- 
LABAT ('i08) montre que, pour de f a i b l e s  d i lu t ions  

de sérum, l e s  concentrations en acide phytique de 0,006 à 0,030 h 

permettent l a  préc ip i ta t ion  des protéine S. WORIdSER (q09) étudie 
l ' in f luence  de l a  concentration en acide phytique sur l a  com- 

binaison de l1 acide inositohexaphosphorique (IwHwPe ) avec l a  
sérumalbumine humaine l e s  r é s u l t a t s  l u i  permettent de mieux 
préciser  l e  mode de combinaison 1 ,H.P-sérumalbumine e t  de d i f  - 
férsncier  une zone de concentration pour laquel le  l a  réac t ion  
s u i t  l a  l o i  d ' ac t ion  de masse. La plupartaes auteurs ont u t i l i s S  

pour l e u r s  travaux une concentration en acide phytique t e l l e  
que l e  rapport; pondéral phosphore phytique / azote protéique 

du milieu s o i t  vois in  de 5.  Comme l e  montre LABAT, un rapport  
de 1 donne encore des r é s u l t a t s  convenables. 

2. Résul ta ts  ~ e r s o n n e l s  : 
-i----- --.-- --- ------ 

Pour c e t t e  étude nous fa isons va r i e r  l a  concentra- 
t i o n  en aclide phytique dans l e  milieu réactionnel.  Le phosphore 
phytique e s t  dosé dans le r é a c t i f  avant l e  mélange à l a  solution 
de protéines .  On peut en déduire l a  concentration e f fec t ive  en 

acide phytique dans l e  milieu r é a c t i o m e l  ( p a r t i e  technique : 
chapitre III C 3) : on dose par a i l l e u r s  l e  phosphore phytique 
dans l e  l iquide surnageant après centrifugation ( p a r t i e  

technique : chapi t re  II. P.). Comme pour l a  mesure de l ' i n d i c e  
de combinaison phytique on est amené à doser l e  phosphore,du 
préc ip i té  de phytate de protéine ( p a r t i e  technique : chapitre 
1. b). Il nous e s t  possible d f  é tudier  l e  phénomène en contrd- 
l a n t  tous l e s  éléments de l a  réact ion.  



a- sérumalbumine humaine (M. 22): 

A pH 2,lO une solut ion de sérumalbumine humaine 
préc ip i te  eii présence d 'acide pilytique 0,0015 N. Les indices  

de combinaison phytique n ' at te ignent  leur  valeur optimale que 
pour des concentrations en acide phytique de l ' o r d r e  de 0,006 N, 

Le tableau No II. montre que pouri de f a i b l e s  concentrations en 
acide phytique (0,001 5 N) l a  préc ip i ta t ion  de l a  sérum-albumine 
humaine e s t  complète en présence d 'acide phytique 0,OS M. ( in-  

dice de combinaison phytique de 9,s ) .  En présence d 'acide phy- 

t ique 0,0045 N c e t  indice a t t e i n t  sa  valeur optimale si l ' o n  

e s t  en présence de tampon c i t r ique  0,05 M. LIIcp.  n ' e s t  que 

tle 12,4 en son absence. L'acide c i t r ique  favorise  donc indis-  
cutablement l a  préc ip i ta t ion  phytique de l a  s érum-albumine pour 
l e s  f a i b l e s  concentrations en acide phytique. 

Par contre en solut ion c i t r ique  0 , lS  M 1 ' indice 
de combinaison phytique tend à diminuer : par exemple il n ' e s t  
plus que de 12,6 meme en présence d 'acide phytique 0,006 N. 

b- Gamma-globulines placentaires  (M. 9): 

A pH 2,10 l e s  gamma-globulines placentaires  donnent 
un p réc ip i t é  f a i b l e  en préseiltce d'aci.de p h s i q u e  0,001 N. 

Le tableau No III. montre que l a  présence d 'acide c i t r ique  
améliore l e s  indices  de combinaison phytique pour l e s  f a i b l e s  
concentrations en acide phytique. Ce phénomène e s t  tou tefo is  
Fcai~coup noins marqué que dans l e  cas de l a  sérumalbumine. De 
plus,  en présence d 'acide c i t r ique  0,15 11. l ' i n d i c e  de cornbi- 

naison phytique e s t  toujours vois in  de 9,6. Les  f o r t e s  concen- 
t r a t i o n s  en acide c i t r ique  n 'entraînent  pas dans l e s  cas des 
gamma-globulines une diminution de l a  t e n w  en phosphore 
phy-bique du préc ip i té .  

Donc, pour l e s  gamma-globuline s l e s  concentrations 
minimales en acide phytique pour obtenir une bonne p réc ip i t  atiorL 
e t  un 1cp.optimum sont plus f a i b l e s  que dans l e  cas de l a  
sérumalbumine. 







c- J?rotéines du sérum-humain : 

Avec p lus ieurs  d i lu t ions  de sérum humain nous 

avons obtenu un début de préc ip i ta t ion  en présence d 'acide 
p h s i q u e  de 0,OO-l à 0,0015 N. Les r é s u l t a t s  var ient  d'un sérum 
à l ' a u t r e .  Pour l e s  concentrations infér ieures  à 0,004 N en 
acide phytique on trouve l e  p lus  souvent des indices  de combi- 
naison phy-tique f a i b l e s  ( infér ieures  à 10). 

Pour une concentration en protéine de 0,5 à 0,7 mg/ml 

l ' ac ide  phytique 0,0045 N assure une p réc ip i t a t ion  t o t a l e  e t  un 
indice de combinaison phytique optimum pour des protéines aussi  
d i f fé rentes  que l a  sérumalbumine e t  l e s  gamma-globulines . Les 
gamma-globulines préc ip i ten t  pour des concentrations t r è s  
f a ib les  eL acide phytique (0,001 à 0,015 N) a l o r s  que dans l e s  
memes conZitions l a  sérum-albumine ne préc ip i te  pas ou ne préci- 

p i t e  que gart iel lement . 
Par contre,  toujours dans l e s  mêmes conditions mais 

en présence d  acide c i t r ique ,  l a  préc ip i ta t ion  de l a  sérumal- 
bumine e s t  plus complète. Dans l e s  zones de concentration en 
acide phytique donnant des préc ip i ta t ions  p a r t i e l l e s  e t  des 
indices de combinaison phytique f a i b l e s ,  l a  présence d 'acide 
c i t r ique  tend à favor iser  ia préc ip i t a t ion  e t  à normaliser l e s  
Icp. Ce phénomène e s t  plus  marqué en présence d'acide c i t r ique  
0,05 M que dans l e  cas d'un tampon 0,01 M. Toutefois au-delà 
de O,? M en acide c i t r i q u e  e t  surtout à p a r t i r  de 0,15 Y-les 
indices de combinaisons phytique tendent à s ' abaisser. Dans 
tous l e s  cas l e s  meil leurs r é s u l t a t s  sontmtenus en présence 
de tampon c i t r ique  vois in  de 0,05 M. 



L'étude de l a  concentration en acide phy-bique du 
liquide surliageant montre qul en 1' absence de tampon c i t r ique ,  
il fau t ,  pour obtenir une p réc ip i t a t ion  optimale, un excès 
d'acide phytique t e l  q u ' i l  r e s t e  après p réc ip i t a t ion  t o t a l e  
de l a  protéine une solution 0,002 à 0,003 N d 'acide phytique. 
L'acide c i t r ique  favorise  l a  réac t ion  à t e l  point  que pour 
un surnageant correspondant à moins de 0,0002 N d 'acide phytique 
l a  p réc ip i t a t ion  de l a  sérumalbumine est ce r t e s  p a r t i e l l e  mais 
l ' i n d i c e  de combinaison phytique e s t  voisin de 75 p ,  100 de 

l'optimum (voi r  tableaux No II e t  I I I ) .  

Pow l e s  concentrations en protéines que nous avons 
choisies (0 ,5  à 0,7 mg/ml.) l a  préc ip i ta t ion  e s t  optimale pour 
un rapport équivalent acide phy-tique / équivalent d 'azote pro- 
téique supérieur ou égal à 0,66, 

Enfin meme s i  l e s  gamma-globulines préc ip i ten t  pour 
une concentration plus f a i b l e  en acide phytique, 11 ne semble 
pas que l e  phénomène s o i t  suffisamment :.msqué pour envisager 
une appl icat ion préparative. 
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V.- INFLUENCE DE LA FORCE IONIQUE ET DES CATIONS MONO- 1 
1 

VALENTS SUR LA PRECIPITATION DES PROTEINBS PAR 
i 

L ' A C I D E .  PKYTIQUE. - i ................ ......... .......... I".**..<"."..*..̂  "..I ....- ""-."."" ..,-.... .............................................................. 

A. INTRODUCTION. 
========a===a 

LABAT (110) étudie l ' in f luence  de l a  force 
ionique en chlorure de sodium sur l a  préc ip i ta t ion  phytique 

des protéines sériques e t  de l a  sérumalbumine. E l l e  montre 
que pour une cer ta ine concentration en chlorure de sodium l a  



préc ip i ta t ion  de protéine par l ' ac ide  phytiqile e s t  inhibée ; 
nous rés~mons  ces  r é s u l t a t s  tableau Ne I V .  Il f a u t  remarquer 
que l a  p réc ip i t a t ion  reprend pour des concentrations de shlo- 
rure  de sodium de l ' o r d r e  de 1 M. Le phénomène e s t  plus  évi- 
dent s i  l e s  concentrations en protéine dans l e  milieu sont 
plus f a ib les .  Il nous a semblé in té ressant  de poursuivre oe t t e  
étude e t  de l a  général iser  aux aut res  cations monovalents, 

B. RESULTATS PERSONNELS, 
- - a c l = ~ = ~ i = ~ = = = s = - ~ =  -- 

1 
Avec l e s  c i r c u i t s  d'analyse continue que nous décr i -  

vons par a i l l e u r s  (pa r t i e  technique : chapitres III, B e t  III; 

C 4) il nous a é t é  possible de f a i r e  va r i e r  t r è s  progressivement 
l a  concentration en chlorure de cat ion monovalent du milieu 

réact ionnel  e t  à chaque s tade,  s o i t  de mesurer l ' i n d i c e  de 
combinaison phytique du p réc ip i t é ,  s o i t  de constater  1 ' inhi-  
b i t ion  de l a  préc ip i ta t ion .  

1. Inhib i t ion  de l a  p réc ip i t a t ion  ~ h f i i g u e  ~ a r  l e s  cat ions  
---me------------ ---- ------- - -- --- ------ ----- -- 
monovalents. ---------- - 

Le tableau Ne V donne l e s  concentrations pour 
lesquel les  divers  cat ions  monovalents inhibent l a  p réc ip i t a t ion  

phytique . On remarquera que pour l a  sérunnlbumine (M. 22) l e s  
cations monovalents inhibent l a  préc ip i ta t ion  phytique pour 
une force ioniqiie identique quelque s o i t  l e  cat ion envisagé. 

En milieu tamponné par l ' ac ide  c i t r ique  l a  préc ip i ta t ion  e s t  
inhibée pour des concentrations sensiblement p lus  f a ib les .  

Pour l e s  gamma-globulines placentaires  (M. 9) 1 inhi-  
b i t ion  de l a  r é a c t i o n  e s t  obtenue pour des forces  ioniques 

beaucoup plus f a i b l e s  e t  encore une f o i s  tous l e s  cat ions  agis- 
sent d'une façon assez comparable. 
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Tableau No I V  : Forces ioniques en chlorure de sodium ------------ 
inhibant  s l a  p r é c i p i t a t i o n  phytique . 
Forces ioniques pour l e sque l l e s  l a  
p r é c i p i t a t i o n  reprend (LABAT III.) 
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Tableau V. - Forces ioniques en cat ion monovalent (~a', K+,  ~ i '  ----------- 
NH~' i n h i b i t r i c e s  de l a  p réc ip i t a t ion  phy-tique de 
l a  sérumalbumine humaine (14 22) e t  des gamma-glo- 
bul ines  placentaires  ( M  9) en présence d'acide c i -  
t r ique  0,042 M e t  en milieu non tamponné (pH 2,10 

acide phytique 0,006 N, protéine : 0,5 mg/.,l) 



L' acide c i t r i q u e  0,042 IiI nn'apporte pas de modifications s i p i -  

f i ca t ives .  Ln' ammoniaque donne dans l'ensemble des r é s u l t a t s  
beaucoup moins bien d é f i n i s  que l e s  au t res  cations.  Sur me 
assez large zone de force ionique il se forme un louche p lus  
ou moins intense d i f f i c i l e  à séparer Cu l iquide  surnageant. 

Ces r é s u l t a t s  nous permettent de dégager dès main- 
tenant plusieurs  conclusions : 

- l e s  cations monovalents inhibent l a  préc ip i ta t ion  phy- 
t ique  d ' m e  protéine pour une force ionique identique quelque 
s o i t  l e  cation.  

- c e t t e  concentration i n h i b i t r i c e  peut avec cer ta ines  
protéines e t r e  nodifiée par l a  présence d 'acide c i t r ique  mais 
l e  phénomène n ' e s t  pas général. 

- l ' i n h i b i t i o n  de l a  préc ip i ta t ion  phytique pa r  l e s  cat ionr  
monovalents e s t  t r è s  var iable  d'une protéine à l r a u t r e ,  On peut 
donc espérer fractionner, au moins partiellement, un mélange de 
protéines en opérant une préc ip i ta t ion  phytique en présence 
d'une concentration en ion  sodium convenablement choisie,  

- en solution isotonique c'est-à-dire de l ' o r d r e  de 
0,15 Eq. /l . l e s  gamma-globulines res te ront  en solut ion a lo r s  
que l a  sérumâlbumine s e r a  préc ip i tée .  Nous verrons dans l e s  
chapi t res  suivants que dans ce r t a ins  cas où l a  force ionique 
e s t  t r o p  élevée on ret rouve des gamma-globulines dans l e s  li- 
quides surnageants après p réc ip i t a t ion  phytique . 

- Pour l ' é tude  des mélanges de protéines obtenues par  r e l a r -  
gage par l e  s u l f a t e  d'ammonium il nous faudra d ia lyser  t r è s  soi-- 
gneusement l e s  préparations a f i n  d ' éliminer l a  majeure p a r t i e  
de ce s e l .  



2. Influence de l a  force ionique an cations monovalents --------------- ---u----- ----.-..----------- ----a- 

sur l ' indic,e de c onbinaison ghfiigue. 
--------,----------- --------- - -- D- - 

Nous rés-iimons tableaux No V I ,  V I I ,  V I 1 1  e t  I X  l e s  

r é s u l t a t s  de plusieurs  sé r i e s  de mesures éxésutées avec p l u s i e ~ ~ s  
conditions expérimentales d i f f é ren tes  en t re  e l l e s .  

D'une manière assez générale on constate que l e s  cat:ii~?,: 

monovalents ont tendance à f a i r e  diminuer l ' i nd ice  de combinaisc~~; 
phytique des protéines.  Ceci e s t  d ' a i l l e u r s  assez vmiable  selori 
l e s  cations e t  selon Bes prot6ineso 

a- sérumalbu.mine hurnaine (M. 22) : 

En 1 'absence d 'acide ci tr ique,  mais à pH maintenu 
manuellement à 2,10, 1 ' indice de combinaison phytique de l a  
sérumalbumine humaine diminue progressivement lorsque l a  
force ionique en sodium augmente. Le tableau No V I I .  montre 
que ce t te  diminution e s t  d'abord assez f a i b l e  (Icp = 13,1 pour 

0,042 Eq./l. . de sodium,' El le  devient sensible au-delà de 0,06 

Eq./l .  de sodium ( I c p =  12 ,3  pour 0,083 :Eq. de sodium/l.) e t  
sur tout  0,'l66 Eq. de sodium/l. (Icp. - 10).  

Dans l e s  memes conditions mais en présence de tampon 
c i t r ique  0,042 M. l e s  diminutions de l ' i n d i c e  de combinaison 
phytique en fonction de l a  force ionique en sodium sont légè- 
rement plus marquées. Les v m i a t f  ons sont dé jà  sensibles  pour 

0,042 Eq. de sodium/l. (Icp. = I l , ?  en milieu c i t r ique  au l i e u  
de 13,1 en milieu non tamponné). S i  l a  concentration en protéir2- 
du milieu e s t  légèrement plus f a i b l e  (0 ,5  au l i e u  de 0,66 mg.lmL. 
18influence de l ' i o n  sodium e s t  moins importante e t  l e s  diminu- 
t i o n s  de l ' i n d i c e  de combinaison phytique plus  l en tes  à se 
manifester (Icp.  = î3,5 pour 0,083 Eq. de sodium/l. e t  Icp. = 

11,7 pour 0,166 Eq. de sodium/l.) 



...... , ....,..... .......,.. " .,..- 

Voisin O 

pas préc ip i ta t ion  

Tableau No V I .  Indice de combinaison phytique de l a  sérumalbumine ------------- 
humaine (B 22) e t  des gamma-globulines placentaires  
(14 9) en présence de concentrations var iables  en 
ions  sodium e t  en acide c i t r ique .  

Conditions expérinientales A : avec un d i spos i t i f  de gradient en ~ a '  - 
7 a r ' k i . e  technf5ue : chapitre III. B) 

acide phytique : 0,006 N 
protéine : 0,5 rng/ml 
acide c i t r i q u e  : 0,042 M 

Conditions expériment a l e s  B : manuellement. 

acide c i t r i q u e  : 0,006 N 
protéine : 0,66 mg/ml 



i Li+ I i 
i sérumalbumine ! Gamma-globuline 2 : conditions . 1 Eq./l. i l ~ c i d e  c i t r ique  1 1 excériment a l e  s humaine ! placentaires  

Tableau ---------__-_ No VI1 : I N D I C E  DE COIdBINAISON phytique de l a  sérumalbumine 
humaine e t  des gamma-globuline s placentaires  en 
présence de concentrations variables en ion LITHIUM 
e t  en acide c i t r ique .  

- Conditions ----------- eqér imen ta les  --------------- A : avec un d i s p o s i t i f  de gradient  en ~ i +  
(partie technique chapi t re  III B.) 

- acide phy-tique : 0,006 N 
- protéine : 0,5 mg/ml - acide - c i t r i q u e  : 0,042 M 

1 - Conditions ____--_----- eqér imen ta les  _____-------- B : manuellement. 

- acide phytique : 0,006 N 
- protéine : 0,066 m g / m l  



i f K+ i conditions 1 sérumalbu- / Gamma-globuli:i:,i 
% Eq,/l. i i Acide citrique 1 exuérimentaled - mue humaine 1 p lacentaires  

:: ! i 
O i B 0,166 1 1 10,6 1 pas de préci-  

I ...... pi ta t ion .  ................. ....................... ..... ................... i ..................................................... ; .......... ..,." .............................................................. "" j: ....... " ............................ " .... " ........... " .............................. ..,..i "..." - "" ." 
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A 10 0,042 M * i 1 i pas de préci-.. 
i i ii i p i t a t ion ,  
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Tableau VI11 : Indice de combinaison phytique de l a  serumal- '- '-,rp 

bumine (M. 22) e t  des gamma-globulines placentai  FL- 

(M 9) en présence de concentrations vxriables en 
POTASSIUM e t  en acide c i t r ique .  

- Conditions ------- -- -------- eq6rimentales  ------------ A : avec un d i spos i t i f  de gradient en K+ 
(pûr t ie  technique : chapi t re  III, B)  

- acide phytique = 0,006 N - protéine = 0,5 mg/ml - acide c i t r ique  = 0,042 M 

- Conditions expérimentales B : manuellement, 
------U---mm ------------- 

- acide phytique = 0,006 N - protéine = 0,66 mg/ml 



Sérumalbumine 
humaine. 

,,iC :::::: ;: ::::::: :::-::::::; :;:.-. :. : : : : , , , . , ,  . ,;-.:: 

Gamma-globuline s 
Placentaires.  

Tableau IX. Indice de comhinaison phytique de l a  sérumalbumine 

humaine ( M  22) e t  des gamma-globuline s placeritaires 

(M 9) en présence de concentration var iable  en 
AMMONIUM . 

Acide phytique : 0,006 N 

Acide c i t r ique  : 0,042 M 

Protéine : 0,5  mg/ml. 



Avec les  ions lithium (tableau VIL) ; potassium 
(tableau vIII) e t  ammonium (tableau IX) l e s  var ia t ions  de 
1 ' indice de combinaison phytique sont t r è s  comparables m a i s  
l e s  diminutions sont un peu plus  importantes. 

gamma-globulines placentaires  

Les indices  de combinaison phytique diminuent t r è s  
rapidement lorsque l a  force ionique en cation monovalent 
augmente (voir  tableaux No V I ,  - V I I .  - V I I I .  e t  IX,). Comme 

nous l 'avons vu au chapitre précédent l e s  cat ions  monovalents 
inhibent l a  p réc ip i t a t ion  phytique pour une concentration de 

p,l Eq./l. A p a r t i r  de 0,08 Eq./l. Les préc ip i ta t ions  ne sont 
que p a r t i e l l e s  e t  i r r égu l i è res .  Zn r èg le  générale 1 ' acide 
c i t r ique  favorise  l a  préc ip i ta t ion  e t  atténue l a  diminution 
de l ' i n d i c e  de cornbinaison phytique provoquée par  l a  présence 

de cat ions  a lca l ins .  

CONCLUSIONS : ----------- 

Lors d'une préc ip i ta t ion  analytique de protéines  il 
faut  chercher à l imi te r  au s t r i c t  minimum l a  force ionique en 
cations monovalents ( l e  sodiu m l e  plus  souvent). 

Lorsqu'on opère avec un r é a c t i f  p réc ip i tan t  préparé 
par ac id i f i ca t ion  du phytate de sodium (R. 1) l a  force ionique 
en sodium du milieu réact ionnel  e s t  au minimum de 0,006 Eq,/l, 

La p r i se  d ' e s sa i  représente un apport de sodium de l ' o r d r e  de 
0,002 à 0,003 Eq./l. Donc, avec l a  technique que nous proposons 
(pa r t i e  technique : chapitre 1) l a  force ionique du milieu e s t  
in fér ieure  à 0,Ol Eq./l. de sodium e t  à ce t te  concentration il 

ne semble pas y avoir de r i sques  d ' e r reu r s  par défaut,  Il es t  
tou tefo is  préférable dl opérer avec une solution d t  acide phytique 
(R ,  2).  Le sodium a é t é  éliminé de ce r é a c t i f  par passage swi 
un  échangeur de cat ion (DOWEX 50). 
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V I .  - INFLUENCE DU T m S  DE CONTACT. 1 
.............. " ........" ............................ "," .............. " . -. . .........-... .......... " ..................................................................... 

Dans ime zone de conceritral-Lon convenable l a  préci-  

p i t a t ion  est- rapide. Après une demi-heure l e  préc ip i té  e s t  sédi-- 
menté e t  l e  liquide surnageant limpide. On peut l e  plus  souvent 
centrifuger après une heure de repos. Des mesures effectuées-  
après une heure, sept  heures e t  22 heures de temps de contact 

,JO&% 
ont donné des résuita-%= identiques. Mgme des solutions de pro- 
k 6 i n e s  très dilu6es il e s t  souvent Inutile dfaîitendre plus 

de deux helulev avant de centrifuger. 

Dans cer ta ines  conditions défavorables l a  précipi-  

t a t i o n  e s t  l en te ,  p a r f o i s  incomplète e n  24 heures;ltindice de 
combinaison phytique semble indépendant de l a  v i tesse  iie préci - 
p i t a t ion .  

........................... .......... .... ...... " .......... *..-..- .... " .................... " "."".," ....... " ........ " ..,... .." ......... " " . . .  I.......... 

i i 
VII. - INFLUENCE DE LA TEMPERATURE. 1 

Le plus souvent l a  préc ip i ta t ion  e s t  effectuée à 
4OC. Entre 4 O C  e t  20°C l e s  f ixa t ions  ne semblent pas dépendre 
de l a  température. L o r s  des préc ip i ta t ions  préparatives nous 
préférons 3pérer à l a  température du laboratoire  avec des  réac- 
t i f  s ré f r igérés  à 4'C de façon à l imi te r  l e s  phénomènes de 
dénaturation. Notons qu 'une suspension de phytate de protéine 
dans une solut ion d i luée  dtaciGe phytique peut ê t r e  maintenue 
à 3 7 O C  plusieurs jours sans aucune modification de son aspect 

macroscopique. Cette meme suspension chauffée progressivement 
coagule sans q u ' i l  a i t  à aucun moment so lub i l i sa t ion  de l a  
combinaison. 



i UTILISE COIVINLE TBBRPON LORS DE LA PRECIPITATION 
! c i PHYTIQUE DANS UN BUT ANALYTIQUE, i i 
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Nous avons vu au cours de ce chapitre que de f o r t e s  
concentrations en acide c i t r ique  amenaient cer ta ines  perturba 
t ions  dans l e  mesure de l ' i n d i c e  de combinaison phytilque. S i  
tous l e s  au t res  paramètres sont chois i s  de façon à obtenir un 
indice de combinaison phytique optimum, l ' inf luence de l ' a c i d e  
c i t r ique  e s t  négligeable s i  sa  concentration e s t  in fér ieure  à 
0,I M. Au-delà, de c e t t e  concentration, l e s  mesures de l ' i nd ice  
de combinaison phytique de l a  sérumalbumine humaine donnent 
des r é s u l t a t s  assez i r r é g u l i e r s ,  Cette perturbation e s t  peu 
évidente avec l e  s gamma-globulines placent a i res .  El le  e s t  nul le  
pour 1 ' insul ine.  Donc, l o r s  d'une préc ip i ta t ion  phytique analy- 
t ique l ' a c i d e  citrique à une concentration modérée ne @ne aucu- 
~~enreut l a  mesure de l ' i n d i c e  de combinaison phytique. 

Dans des conditions defavorables l a  présence d l  acidc 
c i t r ique  peut modifier l a  mesure de l ' i n d i c e  de combinaison 
phytique, Par exemple, s i  l ' ac ide  phytique n ' e s t  pas à une con- 
centrat ion suf f i san te  pour sa turer  l a  protéine e t  assurer l a  
p réc ip i t a t ion  t o t a l e ,  l a  présence dl acide c i t r ique  favorise  la'' 
combinaison. Avec l a  sérumalbumine l a  teneur en acide phytique 
du l iquide surnageant e s t  beaucoup plus f a i b l e  en présence de 
tampon c i t r i q u e  qu'en milieu non tamponné. D a n s  ce cas, l a  pré- 
sence dl acide c i t r ique  favorise  l a  formation de phytate de pro- 
t éine . 

Pax, contre,  1 ' i nh ib i t ion  de l a  p réc ip i t a t ion  phy- 
t ique de l a  sérumalbumine par l e s  cations monovalents e s t  favo- 
r i s é e  p w  l a  prSsence d 'acide c i t r i q u e ,  a lo r s  qu ' e l l e  n ' e s t  
pas influencée dans l e  cas  des gamma-globulines placentaires  
pourtant p lus  sensibles à l a  présence de ces  cations,  



La diminution de 1'indic.e c3e u c > w b i n a i s n n  phykique de l a  
obnma3hiimiw htirnaixle par l e s  cat ions  monovalents, 
e s t  plus  importante en présence d'acide c i t r iquo ,  O~I-P~OU-G ~1 

l a  concentration en protéine e s t  plus élevée. Pour l e s  gamma- 
globulines ce t t e  influence e s t  moins m=quée, mais dans l a  
zone de p réc ip i t a t ion  p a r t i e l l e  l e s  indices  de combinaison 

phytique sont; 1x1 pe~ l  pins h l c v d e  en présence d r  acide c i t r ique .  

CONCLUSIONS : ..2Pua2-=-&=-z= 

La sérumalbumine humaine est dans l'ensemble beaucoup 
plus sensible à l a  présence d'acide c i t r ique  que ne l e  sont l e s  
gamma-globulines placent a i r e s  . Avec un tampon c i t r ique  l e s  
e f f e t s  d'un défaut en acide phytique sont généralement at ténués.  
Au cont ra i re ,  l ' i a h i b i t i o n  provoquée par une force ionique 
élevée en cations monovalents e s t  en général accentuée sauf 
dans cer ta ines  conditions de préc ip i ta t ion  p a r t i e l l e  des gamma- 
globuline S. 

Toutefois, 1' act ion de 1' acide c i t r ique  ne se mani- 
f e s t e  que dans des conditions défavorables de précipi ta t ion.  
Lorsque tous  l e s  au t res  éléments sont convenablement chois is  
l ' a c ide  c i t r ique  n ' in t e rv ien t  pas dans l a  réact ion.  

CONCLUSIONS GENERALES DU TROISIEZK~ CHAPITRE : 
G-----L-- -c-- a-cA--=-L--s--a -a-=-h-a-=-~-=-=-~-=- 

D a n s  ce chapi t re ,  nous avons é t a b l i  un emsemble 
de conditions optimales pour r é a l i s e r  une préc ip i ta t ion  de 
protéine par l ' a c i d e  phytique. La concentration en protéines 

(0,5 à 0,66 mg./ml. e s t  l imitée  par l a  s e n s i b i l i t é  de nos 
méthodes de dosage du phosphore du phytate de protéine. Ceci 
é tant  f i x é ,  nous avons pu déterminer qu 'il f a l l a i t  LI milieu 
phytique minimum de 0,006 N. Au-delà de 0,01 N l ' excès  d 'acide 



p h Y t 3 , ~ u e  d t ~  li giiide simriageiult r isque do caritaminer Je préci-  
p i t é  e t  dfentrailner une cause d 'erreur .  Enfin, une solii*ion 
d 'acide c i t r ique  0,04 M. e s t  suff isante  pour maintenir l e  milieii 
à un pH entre  2 e t  2.3.  Pour l a  mesure de l ' i n d i c e  de combi- 
naison phytique, il importe Cie c:o~i-t;r$l.ex parfaitement l e  pH 

car  nous avons é t a b l i  y i l ~  dès pH 2,6 il peut apparaftre une 

P r - O u r  pay d 4 f  ai1.7;. 

Pour une p réc ip i t a t ion  préparative,  i l  e s t  i n u t i l e  
de tamponner l e  milieu r é a c t i o m e l ,  car opérant avec de grands 
volumes, il e s t  plus f a c i l e  d ' a jus t e r  l e  pH à l ' a i d e  d'un pH- 

mètre. 

La quanti té d 'acide phytique u t i l i s é e  d o i t  ê t r e  
t e l l e  que l e  rapport phosphore phytique / azote protéique du 

milieu se trouve supérieur à 0,60 ( l e s  concentrations é tant  
exprimées en Eq./l.) 

&fin ,  il f a u t  l imi te r  l a  force ionique en cat ions  
monovalents qui  peuvent ê t r e  à l ' o r ig ine  d ' inh ib i t ions  de 
cer ta ines  préc ip i ta t ions .  



- Q U A T R I E I ~ E  C H A P I T R E  - 
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1 ; PRECIPITATION PHYTIQUE DE FRACTIONS DE PROTEINES i 

( PLASMATIQUES OBTENüES EN ELECTROPHORSE PREPARATIVE. j 
! " ...... " .,...,,,,.. ","," .-,, "" .,,, .... " " -..------.W.. --..-..----.----.-.c.'--.-..-.---.- "" .-... " -.,.---, i. 

INTRODUCTION : ------------ 
Avant de progresser plus avant dans l ' é tude  de l a  

préc ip i ta t ion  des protéines pôr 1 ' acide phytique , nous devons 
préciser  l a  nature de c e l l e s  qui sont solubles ou insolubles 

dans ce r é a c t i f .  

Pour ce la  nous soumettons un sérum à un fraction- 
nement par  électrophorèse préparative en veine l iquide (M. 12) 
La r é p a r t i t i o n  des f r ac t ions  e s t  t racée à l a  f o i s  par l e  dosage 
des protéines par l a  méthode de LOWRY ( p a r t i e  technique : 
chapitre V I .  B) e t  pa r  l e  dosage des glucides totaux combinés 
par l a  méthode à l f o r c i n o l  (pa r t i e  technique : chapitre V I  C) 

effectués  sur chaque tube. Après défécation phytique, l e s  memes 
mesures effectuées sur l e s  surnage,mts correspondants nous 
permettent de c h i f f r e r  pour chaque f r ac t ion  l e  pourcentage de 
protéines phyt O-solubles . 
DESCRIPTION DE LIEXPERIENCE : ......................... 

Un volume de mélange de sérums humains e s t  d i lué  
par deux volumes de tampon tris-hydroxymethyl-amino-méthane 
(0,08 1) acide c i t r ique  (0,008 M) de pH 8,6. 



Cette d i lu t ion  e s t  in j ec tée  dans l a  cuve de l ' appare i l  

poun électrophorèse préparative à l a  v i tesse  de 2 ml/heur3. La 
veine l iquide e s t  garnie avec ce meme tampon e t  e s t  maintenu à 
une température de 5 O  C ,  Le f i lm de l iquide se déplace perpen- 
diculairement au sens du courant à une v i tesse  de 0 ,5  m l / m .  
Le po ten t i e l  e s t  maintenu à 2 400 vo l t s  sous 160 milliampères 

pendant tou te  1' opération (36 heures). (pa r t i e  technique : 
chapitre V I .  A ) .  Sur l e s  quarante h u i t  tubes obtenus, on 
effectue l e s  dosages de protéines  e t  de glucides totaux,  dont 
l e s  r é s u l t a t s  scnt  reprodui ts  sur les courbes No 1 des f i -  
gures No 3 e t  4, 

Un prélèvement de 50 m l  de chacun des tubes e s t  aci- 

d i f i é  à pH 2,'lC par  addition goutte à goutte d'une solut ion 
normale d'acide chlorhydrique. On ajoute ensuite goutte à gouttv 
une solut ion normale d 'acide phytique jusqu'à p réc ip i t a t ion  
t o t a l e .  Gn centrifxge,  on v é r i f i e  que l e  surnageant ne précipite 
plus par 1 ' acide phytique e t  on lyophil ise.  La poudre blanch e  ' 
a i n s i  obtenue e s t  mise en solut ion dans cinq m i l l i l i t r e s  d'eau 
d i s t i l l é e  e t  on dose l e s  protéines e t  l e s  glucides totaux, ce 
qui permet de $racer l e s  courbes No  2 des f igures  3 e t  4). 

Pour chaque tube l a  différence de ancent ra t ion  en 
protéines avant e t  après préc ip i ta t ion  phytique donne l a  
quanti té de protéines préc ip i tées  e t  nous permet de a n s t r u i r e  
l a  troisièms courbe de ces f igures .  

CONCLUSIONS : ---------- 
L'examen de ces r é s u l t a t s  nous permet dl effectuer  

dès maintenant quelques constatat ions fondamentales. 

1- Seule une t r è s  f a ib le  proportion des protéines  du sérum 
se retrouve dans l e  . l iquide surnageant après p réc ip i t a t ion  p a r  

l ' ac ide  phytique à pH 2,10. 



Courbe -...-----,,,, TJ" 1 3 (-1 
Concentration en protéineti 
dans l'effluent à la sor-. 
t i e  de la cuve. 

Courbe No. 2 : (-- - - ) ---- -..----- 
Concentration en protéines 
solubles dans 1 ' acide 
phytique & pH 2,10. 

Courbe No 3 : (%.x"cx*px") --."---.".---- 
Concentration en protéines 
phyt oprécipi t  zb l e  S. 

Figure Bo 3 : Electrophorèse pr4prlrative en veine liquide d'wi  ...- -------- ~&rua sanguin* 



Concentration e n  glucides totaux 
corr;biaés dans Iceflluen% à la 
s o r t i e  ds la cuve. 

Conccntrztion en glucides totaux 
corresnondant au; d e ~ i w 5 s  ph;g-to- 
so lub lGs  à pH 2,13. 

Concentration en glucides t o ta i - r  
correspondant aux ddrivés ph t o -  
precipitables pH 2,?0. 

tubes, 

F i ~ u r e  PTo 4 : ,,Ll,,,----- 
Electrophorèse preparat ive  en veine liquide 
d'un sérum sanguin, 



2- Alors que les protéines du sérun s e  regroupent assez 
bien en quelques f r ac t ions  de mobil i té électrophorétique p lus  
ou moins bien déf in ie ,  l a  f rac t ions  phytosoluble de ces pro- 

té ines  se r é p a r t i t  assez régulièrement t o u t  l e  long du diagramm~ 

3- Les protéines solubles dans l ' ac ide  phytique sont r e l a -  
tivement r i ches  en glucides combinés, ce qui permet dès maintenx,'L 
d'émettre l 'hypothèse que nous sommes en présence de glyco- 
protéine S. 

4- Les glycoprotéines du sérum ne sont pas dans leur  t o t a -  
l i t é  solubles dans l ' a c i d e  phytique. Une p a r t i e  importante s e  
retrouve dans l e  p réc ip i t é  tou t  particulièrement dans l a  zone 
d2 et;zl.  Il nous f a u t  donc chercher à i d e n t i f i e r  l e s  glyco- 
protéines solubles e t  insolubles dans l' acide phytique. 

5- Cette expérience préliminaire e s t  effectuée sans t e n i r  
compte de l a  concentration en protéine (pour l e s  tubes No 4, 

4 e t  6 correspondants à l a  sérumalbumine l a  présence d'une 
f o r t e  proportion de protéines préc ip i tab les  a certainement en- 
t r a fné  une adsorption de protéines phytosolubles 'sur l e  préci-  
pit é .$ 



- C I N Q U I E M E  C H A P I T R E  - 
=-=-=-S-=-=iC-=-~-S-sS~-=-=2=2FFFF999- - -- 

. ETUDE DES PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES DU 1 
I SURNAGEANT ET DE L ' EXTRAIT PHYTIQUE , i I 

! 

Nous décrivons dans l a  p a r t i e  technique l e s  

méthodes préparatives que nous - .ut i l isons,  Dans ce t t e  p a r t i e  

expérimentale nous ne donnerons que l e s  pr incipes  généraux e t  
l e s  compte-rendus des expériences qui ont permis l a  mise au 

point  de ces méthodes. 

La p réc ip i t a t ion  phytique e s t  toujours  effectuée à 

pH 2,10 + 0,20 en présence d'un excès d 'acide phytique. Le séruc; - 
e s t  d i lué  au dixième de façon à l imi te r  l 'adsorpt ion sur l e  pré- 

c i p i t é ,  Après centr i fugat ion,  ou f i l t r a t i o n ,  on obtient un li- 
quide limpide ne p réc ip i t an t  pas p d a d d i t i o n  d ' acide phytique . 
C'est  c e % k  solut ion que nous appelons l e  SURNAGEANT PHYTIQUE 

du SERUNI. 

Le surnageant phytique dialysé à 4' C contre eau 
d i s t i l l é e ,  concentré à température infér ieure  à 40° C e t  lyophi-- 
l i s é  donne l 'EXTRAIT PHYTIQUE DU SERUM. Cette terminologie e s t  

analogue à c e l l e  u t i l i s é e  par d 'autres  auteurs  pow l l é t u d e  des 

protéines solubles dans l e s  acides perchlorique, trichloracétiq-J-3 

e t  sulf  osalicylique . 
- P r o ~ r i é t é s  ___ ___--_ ~hgsico-chimigues _ --_-__---- -----_--_--_ du surnageant -__-- ~ h y t i g u e  - -_ -- 

C'est  un l iquide incolore e t  fortement aphrogène. 
Il ne préc ip i te  pas par addit ion d'un volume égal  d'acide t r ichcr - .  

acétique à 20 p. 100 ou d 'acide perchlorique 1 , 2  N b  Il r e s t e  



limpide lorsque l ' o n  f a i t  var ier  l e  pH e t  ce quelque s o i t  l e  
e x >  sens e t  l ' i n t e n s i t é  de c e t t e  var ia t ion .  Porté  à ébu l l i t ion  à 

pH 2,10 il ne produit  aucune coagulation. 

- Progriétés ~hgsico-chimiques de l ' e x t r a i t  ~ h y t i q u e  : -- ------- - --------- ----------------- I -- -- 
C'es t  une poudre blanche d 'aspect  spongieux, t r è s  

soluble dans 1 'eau d i s t i l l é e .  La solut ion aqueuse à 1 p. 700 
donne un trouble en présence d ' a c i d e  perchlorique 0 ,6  N. e t  d 'a-  
cide t r ich loracé t ique  à 2,5 p. 100. Notons au passage llimportari.-,, 
de l a  concentration en protéinespour l a  dcf in i t ion  de leur  solu- 
b i l i t é  dans ces acides. La solut ion à 1 p. 100 de 1' exttsait phy-- 
t ique e s t  préc ip i tée  par l ' ac ide  phosphotungstique. L ' e x t r a i t  es:, 
insoluble dans l ' a l c o o l  à 90'. Une solut ion aqueuse à 1 p. IO0 
de cet  e x t r a i t  p réc ip i t e  lentement par addit ion de I O  f o i s  son 
volume d 'a lcool  absolu. 

L'étude spectrophotométrique de l a  solut ion aqueuse 
caractér ise  une bande d'absorption dont l e  maximum se s i tue  à 
2 780 X .  Cet e x t r a i t  phytique correspond à des glycoprotéines d c . . ~  
1 'hydrolyse chlorhydrique l ibère  l e s  glucides combinés. Après 
hydrolyse de une heure par HtC1 N, on dose 9 p. 100 d'hexoses 

(exprimés par rapport  à une gamme galactose / nannose : I / I ) .  
Ceux heures d'hydrolyse par HC1 2 N l i b è r e  6 p. 100 d lhexosWne 
(exprimées par rapport  à un  témoin de glucosamine). L'acide 
süfurique 0,01 N. l i bè re  en t ren te  minutes à 80' C jqdp. 100 
4 ' acide Ne acé ty l  neuraminique . 

CONCLUSIONS : 
S===?-I==== 

Les carac tères  physico-chimiques de l ' e x t r a i t  phy- 

t ique tendent à confirmer l 'hypothèse que nous avons émise au 
chapitre précédent : il s ' a g i t  probablement de glycoprotéines, 
Le pouvoir biurétagèneet l ' absorp t ion  à 2 780 X carac tér i sen t  
l a  copule peptidique e t  l e s  r e s t e s  d'amino-acides aromatiques. 



L'importance de l a  copule glucidique évaluée par l e  dosage des 
glucides combinés e s t  à comparer à c e l l e  de diverses glyco- 

protéines (Tableau X.) . 
Seule une t r è s  f a i b l e  proportion de l ' e x t r a i t  phy- 

t ique  e s t  insoluble d m s  l ' ac ide  perchlorique e t  dans l ' a c i d e  
t r ichloracét ique.  Pour l a  su i t e  du t r a v a i l ,  nous devons donc 
chercher à i d e n t i f i e r  cer ta ins  des composants de ces  prépara- 
t ions  aux glycoprotéines solubles dans l ' ac ide  perchlorique. 
Certains autres  const i tuants  sont à rapprocher des glycoprotéinec 

( ,x2 sur tout)  perchlorosolubles mais précipi tées  par 1 acide 
t r ichloracét ique.  

Avant d'aborder c e t t e  iden t i f i ca t ion  nous passerons 
en revue l e s  c r i t è r e s  actuellement u t i l i s a b l e s  pour l a  caracté- 

r i s a t i o n  e t  l a  cilassification des glycoprotéines. 

- S I X I E b ' I B  C H A P I T R E  - 
E-=-=-=-=-=-=i=-=-=-=------------ - - - - - -  
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Dès l a  f i n  du s i èc le  dernier KRAmOW (112) M~RNER 
(113) e t  PAW (114) signalent  l 'existence d'oses réducteurs l ib6-  
r é s  par hydrolyse chimique des protéines du sérum préc ip i t é  par 
l ' a l c o o l ,  l a  chaleur ou d ' au t re s  agents de défécation. Ces hété- 
roprotéides reçoivent l e  nom de gliycoprotéines. On s a i t  actuel-  
lement q u ' i l s  const i tuent  l a  quas i - to ta l i té  des composants du 

sérum sanguin, s i  l ' o n  excepte l a  sérumalbumine q u i  consti tue 
pratiquement l a  seule holoprotéine du sérum, e t  l e s  lipopro- 
t é ines  qui contiennent cependant une p e t i t e  copule glucidique. 



Ces glycoprotéines du sérum sont consti tuées dl oses 
(galactose e t  mannose) dhexosamines (N-acét~lglucosamine e t  N- 

acéty@lactosamine), d 'acide IV-acétyl neuraminique e t  de fucose. 
Ces rés idus  g l u c i d i ~ u e s  forment des chaines hétéropolysacchari- 
diques unies par une l i a i s o n  s tab le  de covalence aux chaines po2:l 
peptidiques, 

L'hétérogénéité des glycoprotéines du sérum nlapper-: 
nettement qu'en l940 à l a  s u i t e  des travaux de BLIX,TISELIUS, e t  

SVENSSON ('l15) , RIf\llINGTON (116) e t  HEWITT (117). Le fract ion-  

nement par  l e s  solvants organiques, l e  relargage par l e s  s e l s  
neutres, 1 ' électrophorèse de zone sur papier ou en milieux gé1ifl .L~ 
e t ,  plus récemment, l e s  méthodes de chromatographie ont conf i r m g  

e t  complété ce t t e  notion d 'hétérogénékté des glycoprotéines du 
sérum sans introduire  dl éléments déterminants pour leur  clas-  
s i f i c a t i o n ,  

Depuis 1940, tous  l e s  travaux consacrés à 1' étude 
des glycoprotéines du sérum ne peuvent que compléter leur nomen- 
c la ture  individuel le  en se ré férant  à une connaissance plus pré-- 
c i s e  de leur  r61e physiologique ou plus souvent encore aux pro- 
grès  r é a l i s é s  dans leur  fractionnement e t  l e u r  ident i f ica t ion .  
C'est à c e t t e  nomenclature individuelle que nous devons nous ré?(, 

r e r  pour l a  terminologie des glycoprotéines carac tér i sées  dans 
l ' e x t r a i t  phytrique du sérum humain. Aussi tenterons nous de 
dé f in i r  l e s  c r i t è r e s  fondamentaux susceptibles d ' ê t r e  retenus 
actuellement pour leur  dé f in i t ion  e t  leur  ident i f ica t ion .  

Dans un mélange de molécules auss i  complexes que 
ce lu i  des glycoprotéines du sérum, leur  nomenclature doi t  se 
r é fé re r  simultanément à l e u r  dé f in i t ion  d 'hétéroprotéines e t  à tc:. 
un ensemble de c r i t è r e s  fondés sur leurs  proprié tés  physico- 
chimiques spécifiques u t i l i s é e s  en vue de l e u r  isolement ou de 
leur  iden t i f i ca t ion .  



1. DEFINITION DES GLYCOPROTEIXES DU SEBUM : 
C C = = = = - a = ~ ~ = = C I n , = ~ r =  Cx1===zr==3=1=-==~ 

Toutes l e s  glycoprotéinds du sérum renferment une oh 

plusieurs  chaines dlhétéropolysaccharides a t tachés  à une p a r t i e  
polypeptidique par une l i a i s o n  s t ab le  de covalence. La grande 
v a r i a b i l i t é  de composition des p a r t s  respect ives  des copules 
glucidiques e t  peptidiques f a i t  que l ' o n  trouvera tous l e s  in-  
termécliaire s entre ce r t a ines  molScules comme l a  préalbumine 
qui possède toutes  l e s  proprié tés  générales d'une protéine e t  
l a  @coprotéine acide -2 qui renferme p rès  de 40 p. 100 de 

glucides combinés e t  d i f f è re  dé jà  des holoprotéines par ses  Ca- 
r ac tè res  de thermostabi l i té  (MONTREUIL, 118). 

3a composition chimique d 'une glycoprot éine du 
sérum ne présente tou te fo i s  qu'un élément relativement secon- 
da i re  pour son iden t i f i ca t ion .  LI étude de s a  composition gluci-  
dique (tableeu X) représente plus un c r i t è r e  de pureté de l a  prE- 
parat ion obtanue qu'une methode s u ~ c e p t i b l e  de conduire à son 
ident i f ica t ion .  11 en e s t  de même pour son dosage d'azote. Ltétu2c: 
de s a  compo~ition en acides aminés permettra d ' i d e n t i f i e r  l a  p r é -  

albumine riche en tryptophanne (2 ;5  à 2,7 p. 100). Au se in  des 
b1 glycopotéines  l e  teneur en tryptophanne de 1 lhémopexinc e s t  

re la t iveaent  carac tér i s t ique .  Inversement l 'une d e s c ~  ,, glyco- 

protéines qui ne renferme que 0,35 p. 180 de tryptophanne f u t  
donommée par HAUPT e t  c o l l .  (119) glycoprotéine ,:.cl "pauvre 
en try-ptophanne1!. Pour d ' autres  glycoprotéines l a  r ichesse en 

proline (10,18 p. 100 de l a  glycoprotéine A2 llHS l1 appar a i t  
assez caractér is t ique.  

Les métalloglycoprotéines à f e r  { . t ramfer r ine)  ou 
à cuivre (céruléoplasmine) représentent des e n t i t é s  bien connues 

actuellement. 
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i 1 Glycoprotéine ! Sa 1 Hexoses 
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i 

i Transferrine f 4,7 i i 2,4 2,0 A,LC 0,07. 
i f i j i 1 6,3: - - - 1 G l y ~ o p . , 3 ~ , , : ~  , ; - i 
i 

, Globulines "A" 1 7 ,O i 3 2  I I y 8  i 0 22 i 
i 299 1 3 ; i I i G ~ Y C O P .  2,9 6,7 i 5 8  4,4 0,2 l 
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i 1 Globulines J G,l 1 6,6 i 1 9 1  ''93 : I 093 1 2 f 
$ i 
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Tableau No X : Constante de sédimentation e t  composition g luc i  ique -------------- 
des glycoprotéines du sérum sanguin. 
( r é s u l t a t s  exprimés en g. p. 100 de l a  préparation).  



Néanaoins l ' appor t  des méthodes dtétu:Ctes chimiques 

des glycoprotéines r e s t e  comme on l e  v o i t  t r è s  l imi té  pour 
leur  ident i f ica t ion .  

II . - CRITERES PHYSI CO-CHIl/IIQJES D ' IDENSIFICATION 
n=EIIm=E1= =CZ=1--S5E=--==EJ-'35SCC=-SZ PPR---- ---- 

C'est  en se r é fé ran t  à tou t  un ensemble de technique 

d'analyse fondees sur d i f fé rentes  proprié tés  physico-chimiques 
caractér is t iques  que 1 on peut généralement aboutir  à l a  nomen- 
c la ture  individuel le  des glycoprotéines . Cette nomenclature se 

r é fè re  l e  plus souvent à l a  terminologie adoptée par l ' au teu r  
qui en r é a l i s a  let, première préparation. Il ex i s t e  tou tefo is  
pour cer ta ines  d ' e n t r e  e l l e s  plusieurs  synonymes introduies  au 
cours de travaux r é a l i s é s  simultanément sur l a  même glycoprotéint- 
par d i f fé rents  groupes de cherchews. Nous rappelons ces termes 
synonymes dans le  tableau X I .  Dans l 'o rdre  d'une s p é c i f i c i t é  
individuel le  nous pouvons successivement envisager l e s  méthodes 
fondées sur : 

- l e s  caractères de préc ip i ta t ion  qui séparent des groupes 
de glycoprot6ines e t  sont généralement mises à p r o f i t  pour leur  

préparation. 

- La mobilité électrophorétique généralement recherchée en 
milieu tamponné à pH 8 ,2  e t  8,6,  mais susceptible également de 
dé f in i r  cer ta ines  glycoprotéines par leur  comportement é lectro-  

phorétique en milieu acide (pH 3 ,9  à 4,5).  

- Le poids moléculaire qui représente dé jà  un caractère 
beaucoup plus spécifique de cer ta ines  de ces molScules, u t i l i s é  
parfois  pour leur  nomenclature, m i s  à p r o f i t  pour leur  f ract ion-  
neuent -en chromatographie de f i l t r a t i o n  sur g e l  de Sephadex 

G. 200 e t  combiné à l a  séparation électrophorétique dans l lé lec- -  
trophorèse en gel  d'amidon. 
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Nomenclature retenue j Synonymes Bibliographie i 

Pr éalbumine ' Préalbumine r iche en 
j tryptophanne - Thyroxin 
1 binding pzealbumine 

....................... " ......... "" .-........." ................. " ,,.," ... '," ......................... "., : ......... " ............................................................ *.........-....- ..... "" ......... - .......... ....-........ ". 
Glycop. acide .XI i Orosomucoide 

i Séromucoide acide LA,, 
........ .............. .....-. *..................-" ....-.....--.. "" - .....-... """ .-.. ....... "." ,..-... .........-.. .................... .................................. -"--" ....................... ..- .. ........................... 

Antitrypsine »Cl 1 Glycop. cil 113,5 Su 

.. ......... - ............................ " .... .... ............. : ....-....... W.-- ..-.m....... .................................................. ...-.............. " 
I 

Glycop. acide ; d2 wuramino-glycop . 
sCromucoide acide G2 

Ser omucoide Globuline !?l lIB<' 

Hemopexine 
................. ........... " ......... " .................................. ............................ "" ................... " .... " 

Transf e r r ine  / s ide r  ophil ine 
.............................................................................................. i .............. '--..-W... ............. " . .  . .  ........................................................................ 
Globulines 5 I l  At' Globulines 2 2llAlt 

/ Globulines % j , lk I l  

Glycop. 3 2  i 3 mucoide 
i i 

; Globulines hl ,,Ml, 

1 13 macroglobuiines 
i ., 
i Iinmunoglobines "Ml1 

..W.. .............. ............ ...................................... : ....................................... " ......... " ...-.......... " ..................................... " ............. " ..m........... 

Globulines ?' "Gu i Globulines 3',,7 
1 globulines 'G' i t ~ ~ l l  

1 ~rrinuno~lobuline << 'lG1' 

SCHULTZE 120-1 21 

WEIMER 122,SMITH 123 
SCHMID 124 

BUNDY 125, SCHULTZE 
126-1 27 

HIRSCHFETLD 128-129-130 
SCHULTZE 131 -1 32 
................ "" ................... * ....... "..- ............... "."" ......-........ " ......... "" ......" .................. 
JAYLE 133-134, HERMAN- 
BOU%LER. 135 
... .......-..-......... ... "".."'. ................... .-... " .. "..... "" ............................... .-. ............................ 

SCHULTZE 136 

SCHafID 137-1 38-1 39-140 

BURGI 141 - SCHULTZE 142 

BISERTE 143-1 44 
SCHULTZE 1 45, GRABAR 

146 ............................................................................................................ ".,." - ......-......... ",,. 

LA'&/RELL 147 

i ...... *.....-.................-.......--......... '" ............... ....-. " ....... " .... " ........ " .... " ..... " ................ ", : 

SCHULTZE 14-9 

HEREMANS 151 

Tableau X I .  Nonenclature e t  synonymes pour cer ta ines  des glyco- 
----mm---- 

protéine S. 



- La s p é c i f i c i t é  antigénique fondée essentiellement sur 
l e s  éléments carac tér i s t iques  de leur  s t ruc ture  polypeptidique 
e t  combinée dans 1 ' immuno6lectrophorèse à l a  recherche de leur  
dif fusion en milieu g é l i f i é  e t  à l eu r  mobilité électrophorétiqul;.  

A. Recherche des caractères  de p r é c i ~ i t a t i o n ,  .......................... - - U ------- 
Le relargage par  l e  su l fa t e  d ' ammonium initialemen-;; 

u t i l i s é  pour d é f i n i r  au se in  des protéines du sérum l e  groupe 
de ~ tg lobul inesmpréc ip i té  à deni-saturation en su l fa te  d ' ammoniui? 
à pH neutre,  e s t  souvent retenu pour l e  fractionnement des glyco- 
protéines du sérum. Son u t i l i s a t i o n  permet actuellement de 
dé f in i r  des groupes de glycoprotéines selon l eu r  zone de r e l a r -  
gage (tableau X I I ) .  

Le fractionnement étnanolique largement u t i l i s é  por-a 

l a  préparation indus t r i e l l e  de cer ta ines  f rac t ions  de protéines 
pour usages thérapeutiques (gamma-globulines , serumalbumine e t c  - ,. ,' 
s'avère d ' u t i l i s a t i o n  plus dé l i ca te  sur des quant i tés  l imitées  
de préparation,  

Les agents de défécation des., protéines avaient 
ini t ialement permis de reconnaitre l ' ex is tence  dans l e  sérur  
humain d'une f r ac t ion  de glycoprotéines échappant à c e t t e  préci-  

p i t a t i o n  (BYWATERS -152-) . Dès 1948, WINZLER e t  c o l l ,  (153-154) 
séparent de l'ensemble des glycoprotéines du sérum, une f r a c t i o c  

soluble dans l ' ac ide  perchlorique 0 ,6  N, mais préc ip i tée  par 
1 ' acide phosphotungstique . Init ialement denommée f rac t ion  des 
ttséromucoides~f, son hétérogdbéité f u t  précisée par BISERTE e t  
co l l .  (155) sur l e s  données de 1 analyse inmunoélectrophorétiqun 
e t  de l a  chromatographie sur DEAE cel lulose.  ces  caractères  t 

de s o l u b i l i t é  de cer ta ines  glycoprotéines du sérum sont u t i l i s é e s  ' 

par SCHULTZE e t  c o l l .  (156) pour l a  déf in i t ion  du groupe des 
glycoprotéines solubles dans l ' ac ide  perchlorique 0 , 2  N.et 
r e s t e  encore u - t i l i s é e ~ c t u e l l e m e n t  dans cer ta ines  étapes de leur 

isolement (Tableau X I I .  ) 
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i I~ivanol i ~ i v a n o l  ! CB04 H / C C l 3  

GLYCOPROTEINE . / Zone de relargage !2p. IOO! O 84 p. ! 1 COOH 1 au @FI 
412 S04 jpH 7 , O  /'lob pH 1 

I i i 8 , O  ! '2: 5 p. 
i ! --.-.------------ -i- i---.3s1-=f =a=-=- i ------- : i Aoo ---- ---- ------=--- r-- - - i - , , , , , , ~ = ~ r = ~ = t ~ l ~ r a = ~ u ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ = = ~ :  

! i 
Solution à Ip.  1001 

i i 
i $ : 

Pr éalbumine 12 5 à 3 , O  hl pH 5 , O  + i +  f -  
i i i ii 1 1 + 

Glycop. ac ide1  , /3,2 à 4,O P pH 7 , O  1 - - j - 
1 i 

Antitrypsine y i2,0 à 3,2 M pH 7 , O  1 + 1 - f -  1 + 
1 1 i i 

i i 
! 1 Glycop. :>: "aisément i i 

ll /1,5 $ 2,O M pH 7,O 1 + + I p r é c i p i t .  i i + / ~ i y c o p  .-< llpaume en i I 
! ! 

+ i 
I 

i Zrypt ophanne 2,O ' 2,6 M pH 7 , O  i i 1 + : i i + 
i 

I i G ~ ~ ~ o P . : . ~ .  uXu / 2 , 4  à 3,2 Ri pH 5 , O  + 1 + I - i 
! ... 

i 1 i i 
i 1 Postalbumine 4,6 S. !2,O B 2,4 P pK 7 , O  i + + i 

i + 1 
i i 

+ 
! 
i I t i ' Inhib , t rypsine i n t e r  j i 

. 1 , 7  à 1 ,9  M pH 7 , O  1 + 1 +Y + i + 
si.. q :??(, 2 i I i i 1 

i 
i t t ! i i G ~ Y C O ~  0% 21tGl1, i i2 ,0  à 2,4  M pH 5 , O  + + 1 - 

i i 1 
+ 

i j 1 1 I / Clycop. ae ideX2 i2,O à 2,8 M 5,o 1 + + - i - 
i ! . . I i 1 i i 1 

Céruléoplasmine 1 1 , 8 à 2 , 3 M p H 7 , 0  i i + ! i + i + / +  
11,1 à 1 , 4 M p H  7 , O  1 i ' G1~cop * 

llHS ti 
+ 1 - 1 - i 

! i t 
i i i 

i I i 1 Haptoglobines i 1,8 à 2 ,4  M pH . , O  i f i  + - I i 
! I I + 
! t i i f Macroglobulines . i2 ! / ? , S à l , 8 M P h 7 , 0  + i + i i 

i + i + 
i i 

i 
! i Hémopexine /2 ,4  à 3,2 Id pH 5 , O  1 - i - 1 -  i - 

i \ I f Transferrine / 2 , 5 à  3 , O  M pH 7,0 i - i - i 1 f + 1 
: 

+ - 
i i Glycoprotéine :\ 1 1 ,+ à 2,2 M pH 7 , O  j - i - + + / i 

i / Globuline ,,il, )1,3 à 2,O MpH 7 , O  1 + i - i - + 
Glycoprotéine -I / 1 , 4  à 1,8 M pH 5,0 , - ! - i i 

- 1 - . . .  i i ; 1 Globuline $ ; 
i 

/ 1 , 3  à 1,8 MpH 7 , O  1 * i + 1 j 1 + 1 
! I I 

+ 
1 Globulines / llGStt 1 ! 1 , 3 à 1 , 8 M p H 7 , 0  - i i i - + 
! i i i . ....,.-. " " -,..- "".".." -...............- . . .  .......-"".".--.,,... , ......- i .,.,, ,. ... . ......,...-,.. "--........."--.."..,....".....""-"."--m-- *--=I" = I ~ ~ ~ ~ ~ ~ - ~ . - ~ . ~ . . ~ ~  A-- 

LILLE 

Tableau X I I .  CARACTERES DE PRECIPITATION DES GLYCOPROTEINES DU ---------- 
SERUM, 

(+) : préc ip i t é  par l e  r é a c t i f .  
(-1 : soluble dans l e  r é a c t i f .  



Le Rivanol u t i l i s é  pour l a  prenière f o i s  en 1954 
par HOREJSI e t  SMETmA (157) pour l e  fractionnement des  protéine^ 

du sérum, complète actuellement l a  gamme des agents de r e l a r -  
gage u t i l i s é s  par RORINEK e t  Coll. (158) e t  sur tout  par SCHULTZ? 
e t  co l l .  ('lS9) pour l ' isolement des  glycoprotéines du sérum. 
La s o l u b i l i t é  sé lec t ive  de cer ta ines  glycoprotéines vis&-vis du 
Rivanol l e  rend en e f f e t  u t i l i s a b l e  pour compléter cer ta ines  
étapes de leur.*- pur i f i ca t ion ,  Nous avons retenu deux modes 
d t u t i l i s a t i o n  du Hivanol qui montrent l a  var ia t ion  des carac- 
t è r e s  de s o l u b i l i t é  de cer ta ines  glycoprotéines selon l a  concen- 
t r a t i o n  en Rivanol (2  p. 100 ou 0,84 p. 100) e t  l e  pH u t i l i s é  
(Tableau X I I .  ) Ces méthodes essentiellement préparatives prennene: 
néanmoins un grand i n t é r ê t  pour l a  carac tér i sa t ion  e t  l ' iden-  
t i f i c a t i o n  de cer ta ines  glycoprotéines présentes en quanti té 
f a i b l e  dans l e  sérun humain e t  qui échappent pa r fo i s  à d'autres  
méthodes d ' ident i f ica t ion .  

Ltélectrophorèse des protéines du sérum à pH 8 , 6  
carzc tér i se  3 groupes majeurs de glycoprotéines : l e s  s ,glyco-  
protéin-es, l e s  1' glycoprotéines e t  l e s  ,3 glycoprotéines. Deüi, 

mineurs 
groupes sont représengs par l e s  ', globulines e t  une f r ac t ion  
de glycoprotéines de raobilit é électrophor étique analogue à c e l l e  
de l a  sérumalbumine. Chacun de ces groupes ne représente en réa- 
l i t é  qu'une d i s t r ibu t ion  gaussienne d'une population moléculaire 
f o r t  hétérogène. LI appartenance d'une glycoprotéine à l ' un  de 

ces groupes électrophorétiques représente tou te fo i s  l fé lément  
de base de sa nomenclature. 

L'électrophorèse du sérum en veine l iquide à pH 4,5 
(m e t  Coll. -160- .) sur papier à pH 3,9 (BISERTE -161-162) 
carac tér i se  un composant de f a i b l e  point i soé lec t r ique  qui m i g r e  



vers  l 'anode, se colore intensément par  1-e réactif de SCHIFF 
après oxydation périodique e t  s ' i d e n t i f i e  à l a  glycoprotéine 
acide ?A&, (HAVEZ -763) .  

L1ultreccntr i fugat ion appliquée à 1 'ensemble des 
protéines du sérum s 'avère  douée d'un pouvoir r é s o l u t i f  t r è s  
l imité .  Trois groupes de composants sont carac tér i sés  : une 
f rac t ion  de constante de sédimentation 19 S. correspondant à des 
macroglobulines , un groupe de glycoprotéines de constante de 
sédimentation voisine de 7 S. e t  un groupe majeur de poids mo- 
l j c u l a i r e  plus  f a i b l e  qui se  confond dans l e  sérum t o t a l  avec l a  
sérumalbumine. Un fractionnement analogue e s t  actuellement . 
obtenu par chromatographie de f i l t r a t i o n  sur ge l  de Sephadex G2Ci.:. 

Ce sont sans conteste l lé lec t rophorèse  sur ge l  
d'amidon e t  l~immunoélectrophorèse sur ge l  d 'agar  qui repré- 
sentent  actuellement l e s  méthodes de référence pour l a  nomen- 

c la ture  des glycoprotéines du sérum. 

L'analyse iamuno-4lectrophorétique r é a l i s e  l a  
p réc ip i t a t ion  spécifique d'un antigène préalablement séparé par  
électrophorèse dans un g e l  d'agar avec son anticorps homologue 
correspondant. L1  avantage de cet te  méthode rés ide  avant t o u t  
dans s a  s p é c i f i c i t é  e t  s a  grande s e n s i b i l i t é .  E l le  e s t  toutefoi:. 
l imitée  par l a  qua l i t é  des immunsérums obtenus par in j ec t ion  du 

mélange antigénique à 1 aninal.  

Cette technique a pernis de démontrer l ' ex is tence  
de 21 a rcs  de p réc ip i t a t ion ,  classés selon leur  mobilité élec- 
trophorétique e t  .qui correspondent tous à des glycoprotéines 
spécifiques (Figure No 5). Ce sont  respectivement de l 'anode 
vers  l a  cathode. 

- La préalbumine r i che  en tryptophanne. 

- La glycoprotéine acide :xq qpi migre au niveau de l a  sérum- 
albumine. 



- Dans l e s  c&, globulines : l f a n t i t r y p s i n e  a(, , l a  glycopro- 

t é ine  d, "aisément pr  écipi table  11,  l a  glycoprotéine \% 
"pauvre en tryptophanne" , l a  glycoprot élne dl e t  1 inhi-  

b i t eu r  de t rypsine i n t e r  (9 - mi. 
- D s n s  l e s  % globulines : l a  glycoprotéine ; L > , , ~ ~ , ~ ,  l a  glyco- 

protéine acide W2, l a  glycoprotéine U(21111SIl, 1 Ihaptoglobine 
e t  l a  nacroglobuline <y2 ( K L J F X ~  164). 

A - Dans l e s  '5 globulines : l e  séromucoide f?j 1, l a  t ransfer r ine  

e t  l e s  glycoprotéines @ e t  @l . 
- Dans l e s  :. f i  e t  )(globulines : l e s  globulines l a  glyco- 

protéine 1; *, l e s  globulines x ' " ~ , ,  e t  l e s  globulines ,Y 1 f G l I  - 

D a n s  l e  mélange complexe ..nq e t  ;:K2 g lycoproté ine~ 

l e  pouvoir r é s o l u t i f  de l~immunoélectrophorèse r e s t e  tou te fo i s  
t rop  l imi té  pour permettre une iden t i f i ca t ion  de tous ces  com- 

posants dans l ' ana lyse  d i rec te  du sérum t o t a l .  D'autre p a r t ,  
l 'absence de substances de référence gêne souvent 11 iden t i f i ca t5  i.. 
de cer ta ines  glycoprotéines présentes en t r è s  f a i b l e  quant i té .  

Il fau t  s ignaler  enf in  qu'une des ; i, glycoprotéines 
l a  glycoprotéine de constante de sédinentation 4 ,6  S. de f a i b l e  
pouvoir antigénique n ' e s t  janais carac tér i sée  dans ce diagramme 
(HEIDE -165-) . 

- L1électrophorèse sur ge l  d'amidon ajoute à l a  séparation 
fondée sur l e s  mobil i tés électrophorétiques , une f i l t r a t i o n  mo- 
lecula i re  des protéines.  

Dans l e  diagramme t o t a l  du sérum humain l e s  glyco- 
protéines se  r épa r t i s sen t  en 9 zones e s sen t i e l l e s  : 

- l a  zone des pr&-albumines où se  loca l i sen t  l a  2réalbumine 
r iche  en tryptophanne e t  l a  glycoprotéine acide 'Y ,. 



-- 
12, 

--"- Préalbusine -- Glyeop. acide d, 

*----- -Séromucoide a 
_ a c l ~ G l y c o p r o t  éine , ,,, ,, 

-71 f igure  Bo 5 : D i a g r a m m e  i-smnoEloctrophoreYique des glyco- 

pro-Mines du. séru~ humain. 
La p o s i t i o n  de chaque anc par ra2gort  à la r i g o l e  de diffusion de 
lFirmou~s6ruiri dépend nstureLienent de la concentration en glycopro- 
t éine , 

A= godet de dépot u t i l i s 6  pour m gel Be gélose (P. 7 )  
B = godet de dépot u t i l i s é  psi= un g c i  dla@;arose (M. 7 )  



- la zone de ltalbumine où se place ltantitrypsine N,,. 
- la zone post-albumine constituée de l'anode vers la 

cathode par quatre bandes accolées qui correspondent succes- 
sivement A la glycoprotéine %:.,, "ais8ment précipitable", à la 
glycoprot éine ;\ 2,,~sll, à la glycoprot éine et enfin 
au nélange de la glycoprotéine I-X.~ et de la postalbunine 
114,6 S.11. - - la zone des dl rapides renferme lfhaptoglobine de 
type 1 et la céruléoplasmine. 

- la zone des ,: globulines correspond à la transferrine, - 
au séromucoide 121, à la glycoprotéine acide et à l1inhi- 

- biteur de trypsine inter +:? -< 2. 

- la zone + <  -,J - du diagramme comporte essentiellement les 
différentes formes d'haptoglobines de type II, nais renferme 
aussi une partie des globulines :f' . 

- la zone lente identifiée par son composant majeur : la 
macroglobuline L~.. correspond également à la localisation de 

la glycoprotéine 3 ainsi qul à certaines globulines -" . 
. 2' - les globulines ,?. ne migrent pas dans ce support et 

restent donc au point de départ. 

- Enfin, la zone cathodique correspond à certaines globu- 
lines 'gt1 . 

Nous schématisons figure No 6 le diagramme d'une 
électrophorése sur gel dl amidon des glycoprotéines connues du 

sérum humain. 

Aucune de ces techniques utilisées individuellenent 

n'est capable de fournir une identification des glycoprotéines 

spécifiques. C'est en combinant la recherche des caractères spé 

cifiques de précipitation aux méthodes d'identifications électro-, 
phorétiques et i~nunologiques que l'on peut actuellement envi- 

sager la définition d'un groupe de glycoprotéines. 



1 ) Zone ----_ 'j?réalbumineU - -_-_ __ 
A I- "F* 1 - . ."---.---dm- A : préalbumine 

a 

B : Glyco . acide O(, 
, ,- 

- ---W. --- ----, Zone -------------- tlalbumine 

C : Antitrypsine O(,, 

Zone __-___ "~ost-albuminen ____________  

: Glycop O( 211HSl! 

3 : Glyc~p*O(z!!GC!! 
G : Postalbumine 4,6 S. 

1 : Céruléoplasmine 
J : Haptoglobine type 1 

Zone ------ 4-: 
R t ransfer r ine  
L : seromucoide P, 
M. Glycop* acide '& 

zone -------- o< - p-1 
N : kaptoglobine type II 
O : Inhibi teur  de t rypsine i n t e r 4 - d 2  

Zone O( lente"  --------- ------ 

R : Glycop. 
S : Globulines % " M u  ( t r a i t  de dépar t )  

Zone cathodigue ----------- -- 
T, : Globulines Y !lGl! 

F i p e  -- ---a---- N06*. : Diagramme théorique de 1 télectrophorèse en gel  d'ami- 
don des glycoprotéines du sérum sanguin. 

( )  La glycoprotéine d, "pauvre en tryptophanne" n ' a  pas encore 
é t é  loca l i sée  sur ce type dfélectrophorèse.  
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1. COMPOSITION D'UN EXTR-4IT IHYTIçSUE OBTENIT AJH 2 'IO : 
1 3 9 = = % . 7 S C = Z - = S = = l n P = - - C = - E = = - = C = E =  z===S=--Zz=&== 

Nous effectuons c e t t e  étude sur un e x t r a i t  phy- 
t ique obtenu par l e s  méthodss que nous décrivons à l a  p a r t i e  
technique : chapi t re  1. C. La p réc ip i t a t ion  e s t  effectuée dans 
un milieu contenant 3 g./l, de chlorure de sodium. Chaque élec- 
trophorèse e s t  pratiquée s u r  2 à 4 mg. d ' e x t r a i t  phytique. 

LI électrophorbse à pH 3,9 en tampon ppidine-acide 
acétique (pa r t i e  technique : chapitre V. B) met en évidence un 
composant majeur de mobilité anodique, intensément coloré pa r  

l e  r é a c t i f  de SCHIFI? après r oxydation périodique. Cette f r ac t ion  
M . 1  ca rac tér i se  l a  glycoprotéine acide {X,, (HAVEZ 166). La 
f r ac t ion  M. 2 de n o b i l i t  é f aiblerrient anodique e s t  quantitativeme:. :- 
peu importante. Toutefois, l a  f r a c t i o n  A de mobil i té faiblement 
cathodique donne une coloration intense avec l e  noi r  amidomais 

f a ib le  avec l e  r é a c t i f  de SCHIFF après act ion de l ' a c i d e  pério- 
dique. CetSe f r ac t ion  e s t  représentée par  des glycoprotéines 
neutres de copule glucidique r e s t r e i n t e  e t  particulièrement 
pauvre en acide N-acétylneuraninique (CHABRE -167-) . Les frac- 
t ions  B e t  C ,  de mobilité franchement cathodique e t  caractér is-  
t ique des holoprotéines comne l a  sérunalbumine , ne peuvent 

n i ses  en h i d e n c e  sur l 'é lectrophorèse à pH 3,9 de l ' & r a i t  
phytique (f igure  No 7). 



L1électrophorèse sur papier à pH 8 , 6  e t  sur gel  
d tagar  à pH 8 ,2  ( ~ a r t i e  technique : chapitres V A e t  V. Dj 
net  en évidence une f r a c t i o n  de mobilité supérieure à ce l l e  
de l a  .sérumai.birnine ( f igure  No 8). La préalbumine r iche  en 
tryptophanne e s t  l a  seule glycoprotéine connue dans c e t t e  
zone. Dans l 'o rdre  des mobil i tés anodiques décroissantes on 
trouve une zone t r è s  intensément colorée par l e  r éac t i f  

de SCHIFF après trai tement par 1' acide périodique. Cette 
f r ac t ion  d o i t  correspondre à l a  glycoprotéine acide g ,, déjà  
signalée par l 'électrophorèse à pH 3,9, ce qui n'élimine pas l a  
présence éventuelle de sérumalbumine e t  de cer ta ines  autres  
,il glycoprctéines. Ces problèmes seront abordés plus lo in  par 

d 'au t res  néthcdes. La zone c < 2  e s t  quantitativement p ~ r ,  

importante ma4s nettement v i s i b l e  a lors  que l a  zone e t  3 2  
-J 1 

e s t  intensémerh colorée mais sur tout  pa r  l e  noi r  anido. 

Si électrophorèse sur ge l  8 '  anidon met en évidence 
1 'hétérogénéit6 de 1' e x t r a i t  phytique . Son in te rp ré ta t ion  ne 
peut @ t r e  e n t r e p i s e  valablement à ce stade de notre  exposé, e t  

nutis l a  reprendrobs plus  en d é t a i l  l o r s  de 114t;ude des divers 
fractionnements~ de i ' e x t r a i t  phytique . Nous noterons iulement 
pour l e  noment que l e s  zones pré-albunine , albumine, post-albu 
mine, I l % ; ?  e t  

' 2 l e n t e a  donnent des colorat ions  par l e  noi r  
amido. 

II. INFLUENCE DE DIVERS PAR&KE?I!RES SUR LA COMPOSITION DE L1EX'IRiQ,:* 
--rrrrunrx--3----r-------------iPI 3 i V . - - p  .-. _. '1. 

PHYTIgUE . 
-;--?a =-== 

Nous avons v u  au troisième chapitre que divers 
paramètres pouvaient modifier l a  p r é c i p i t a b i l i t é  d'une protéine 

par  l ' ac ide  phytique. C'est  a i n s i  que pour cer ta ines  c o n d i t i ~ n s  
de pH, de force ionique e t  de concentration insuf f i san te  en 

acide phytique l a  p réc ip i t a t ion  peut Btre inhibée. Une protéine 
normalement p r  écipi table  peut se  retrouver dans l e  surnageant 



F i p e  N O  7 : Electrophor&se sur papier  à pH 3,9 d'un e x t r a i t  -- -------- 
phytique t o t a ï  d'un sérum humain. - A : co lo ra t ion  p a r  l e  n o i r  amido. - B : co lo ra t ion  pa r  l e  r é a c t i f  de SWFF aprés  

oxydation périodique. 

w e  ---me-- N O  8 : Electrophorèse sur g e l  d 'agar  en miUeu tamponné 
à PH 8,2. 

- c o l o r a t i o n  pa r  l e  n o i r  amido. 
co lo ra t ion  p a r  l e  r é a c t i f  de SCHIFF après  oxy- 
da t ion  périodique. 



phytique. Eous a l lons  donc préparer des ext-ra i ts  phytiques 
d'un sérum das des conditions t r è s  v w i a b l e s  e t  préc iser  l a  
natiffe des var ia t ions  de composi.tion. Ceci do i t  nous amener 
à mieux dé f in i r  l e s  causes d 'e r reurs  à év i t e r  l o r s  de l a  défé- 
cat ion phytique. 

A- Influence du ~h du milieu l o r s  de l a  ~ réc ie i t a t ioon  ------------- ---------------------- ---- ------- 
sur l a  com~osi t ion  de l l e x t r a i t  ~ h f i i g u e .  -------- --------------..------ - -- -- 

Nous effectuons une p réc ip i t a t ion  phytique d ' m  

s é r u m  sanguin de façon à obtenir l e  milieu rSactionnel suivant : 

- d i lu t ion  du sérua au dixième. 
- acide phy-tique 0 , O I  N. 

- chlorure de sodiurri 3 g / l .  

- pH = 4,5 (au l i e u  de 2,10). 

Dans ces conditions l e  p réc ip i t é  obtenu e s t  peu 

abondant. Il e s t  éliminé par centr i fugat ion à 4' C. Une p a r t i e  
al iquote du surnageant e s t  dialysée,  concentrée, e t ,  lyophi l isée  
pour donner 1' e x t r a i t  phytique à pH 4,5. Le r e s t e  du surnageant 

à pH 4,S e s t  a c i d i f i e  à pH 4,O. Le p réc ip i t é  phytique formé 
e s t  éliminé par centrifugation e t  une p a r t i e  de ce nouveau 

surnageant, t r a i t é  comme précédemment, fourn i t  l ' e x t r a i t  phy- 
tique à pH 4,O. Le r e s t e  de ce surnageant permet de préparer 
successivement des e x t r a i t s  phytiques à pH 3,  à pH 2,5 e t  à pH 3 ,  

Nous obtenons a i n s i ,  à p a r t i r  d'un mene sérum di lué ,  cinq ex- 
t r a i t s  phytiques dont l e s  dif férences  de conposition sont fonc- 
t i o n  des différences de pH, 

La f igure  N" 9 reproduit  l e s  protéinogranmes SUT 

ge l  d t  agar en milieu tamponné à pH 8,2.  L a  sérunalburnine e s t  l e  
consti tuant majeur des e x t r a i t s  à pH 4 , s  e t  4,O. El le  a é t é  
partiellement éliminée de l t ex t ; r a i t  à pH 3 , O .  L'analyse immuno- 
électrophorétique e t  1 électrophorèse en ge l  d' amidon confirme 



Figure No 9 Influence du pH de l a  précipi tat ion sur l a  
I- ------- 

composition de l ' e x t r a i t  phytique. 
Electrophorèse sur gel d ' a g a  en milieu tamponné à pH 8,2 
Coloration par l e  noir amido. De haut en bas sont étudiées l e s  
préparations suivantes : - ex t r a i t  phytique à pH 4,5 - ex t r a i t  phytique à pH 4,0 - ex t r a i t  phytique à pH 3,O - ex t r a i t  phytique à pH 2,5 - ex t r a i t  phytique à pH 2,l 



la:  rése en ce de srftrilmalbilrxino dans ces t r o i s  préparations et  

pernet d ' i d e n t i f i e r  l a  (3 globulines à l a  tramferrine. De 
plus on carac tér i se  . l e s  gloSulines )f llGt, e t  ~ l l d f f  sur tout  

à pH 4,5 e t  4,O a i n s i ,  qut& ce r t a in  nombre de composants 
mineurs d i f f i c i l e s  a i d e n t i f i e r  sur des préparations auss i  con- 
plexes. L'haptoglobine e t  l a  céruléoplasmine ne sont pas mises 
en évidence dans ces e x t r a i t s .  

Les e x t r a i t s  phytiques à pH 2,5 e t  2,l  présenten* 
une t r è s  n e t t e  dif férence de c o ~ p o s i t i o n  : l a  sérumalbunine et 

- 

l a  t ransfer r ine  ne f igurent  plus  dans ces préparations. L'aspect 
des protéinogrammes s e  rapproche de ce lu i  des e x t r a i t s  optinun 
que nous avons d é c r i t s  au chapitre précédent. La glycoprotéine 
acide 5 e s t  l e  const i tuant  principal .  Entre pH 2,5  e t  pH 2 , l  
on constate un enrichissenent r e l a t i f  des composaiia-ts de n o b i l i t e  

CY+ e t  un appauvrissement conconmittant en globulines de 
mobilité (3 . Lorsque l e  pH de l a  préc ip i ta t ion  e s t  in fér ieur  
à 2,0 on ne trouve dans 1 ' e x t r a i t  phytique que l e s  seules glyco-- 
protéines dont l e  point  isoélectr ique e s t  vois in  ou in fé r i eu r  
à pH 4,O. 

Ces r é s u l t a t s  sont à comparer avec ceux du para- 
graphe III du t ro i s i éne  chapitre.  Nous avions a l o r s  m i s  en 
évidence une zone de pH (entre  pH 3,6 e t  pH 4,6) pour laquel le  
l a  préc ip i ta t ion  de l a  sérunnlbunine e t  des globulines 2( 
n ' é ta ien t  que p a r t i e l l e s ,  Nous devions donc l e s  retrouver 
au moins part iel lement dans l e  surnageant. 

I 
Cette étude qual i ta t ive  du surnageant phytique 

à divers pH l a i s s e  entrevoir  une d a s s i f i c a t i o n  possible des 
protéines du sérum, 

1- Les glycoprotéines phytosolubles quelque s o i t  l e  pH' 
e t  qui consti tuent pratiquenent l ' e x t r a i t  phytique à pH 2,10. 

2- Les glycoprotéines dont l a  s o l u b i l i t é  dans l 'acide '  . 
phytique n ' e s t  que r e l a t i v e  e t  qui ne se trouvent dans l e  



surnageant que pour des pH rela t ivenent  défavorables à l ' i o n i -  
sa t ion  de l ' ac ide  phytique. (pH vois in  de 2,.5). 

3- Les glycoprotéines dont l a  réac t ion  avec l ' ac ide  phy- 
t ique  e s t  comparable à c e l l e  de l a  sérunalbumine. La t ranfer -  
r i n e  s e r a i t  l e  type de ces  glycoprotéines. 

4- Les glycoprot&ines qui ne f igurent  jamais dans l e s  
ext-raits phytiques quelque s o i t  l e s  conditions de pH. L1hap- 
toglobine e t  probablenent l a  céruléop3.asmine sera ien t  à mettre 
dans c e t t e  catégorie de nolécules. 

Au cours des chapi t res  suivants nous nous attache- 

rons tout  particulièrement à 1 ' i den t i f i ca t ion  des glycoprotéines 
du premier groupe. C'est  pourquoi nous ret iendrons l e  pH 2,10 
+ 0,10 comme pH optimun pour l a  préparation des e x t r a i t s  phy- - 
t iques.  

B- Influence de l a  concentration du milieu en chlorure ................................................. 
de sodium sur l a  c o q o s i t i o n  de l ' e x t r a i t  ~ h y t i q u e  .................... ..................... - -- -- 
à -- EH --- 2,10. -- 

Nous avons vu au paragraphe V du troisième cha- 
p i t r e  que l a  préc ip i ta t ion  phytique de cer ta ines  protéines 
peut 8 t r e  inhib6e par l a  présence de chlorure de sodium dans l e  
milieu réactionnel.  Pour mettre en évidence l e  r81e de l a  force  
ionique sur l a  composition de l ' e x t r a i t  phytique nous préparons 
à p a r t i r  d'un neme nélange de sérum sanguin t r o i s  - ea ra i*s*  
A p a r t  l a  présence de concentrations var iables  en chlorure 
de sodium dans l e  milieu réact ionnel ,  l e s  conditions de préci- 

p i t a t i o n s  sont identiques pour toutes  ces préparations : 

- d i l u t i o n  du sérum au dixième. 
- acide phytique 0,01 N. 



- pH = 2,10 + 0,20, - 
La concentration en chlorure de sodium e s t  de : 

- 9 g/l .  pour l ' e x t r a i t  A. 

- 3 g/l .  pour l ' e x t r a i t  B. 

- Pour l ' e x t r a i t  C. on di lue l e  sérum pa-;? de l ' e a u  distill612 
e t  on pratique l a  défécation phytique avec un r é a c t i f  précipi-  
t a n t  pr ivé de sodium (R . 2) . 

Les surnageants sont t r a i t é s  selon l a  technique 
habi tue l le  (pa r t i e  technique : 1. C 4). Dans l e  cas de l 'ex-  

t r ac t ion  A l e  surnageant préc ip i te  par addit ion d'un volume 
égal d 'acide t r ichloracét ique à 20 g/l .  Les surnageants C e t  
B ne préc ip i ten t  pas dans l e s  n&nes conditions. De p lus ,  l o r s  de 

l a  dialyse du surnageant h contre de l ' eau  d i s t i l l é e ,  il se  forn-1 
t r è s  rapidement un p réc ip i t é ,  plus par t icul ièrenont  au voisinage 
de l a  nenbrane de cellophane. Le chlorure de sodium dialyse p lus  
rapidenent que 1' acide phytique e t  l a  force ionique diminue. 
En présence de 1 'excès d 'acide phytique non encore dialysé,  
l e s  protéines  anornalenent phytosolubles p réc ip i t en t .  Ce préci-  
p i t é  de phytate de protéine néoformé e s t  i s o l é  par cent r i fuga t iec  
à 4' C, n i s  en suspension dans une solution isotonique de c h l o r ~ ~ t  
dtannoniun e t  a l c a l i n i s é  nodérénent par addi t ion gout te  à goutte 
d'une solut ion normale dtaanoniaque jusqu'à d isso lu t ion  presque 
complète. On dialyse à 4' C contre une solut ion isotonique de 
chlorure d1  amnoniun de pH 7,O fréquennent changée, pu i s  contre 
de l ' eau  d i s t i l l é e  pour éliminer l e  chlorure d'arinoniurzi, La sus- 

pension a i n s i  obtenue e s t  lyophil is6e.  L ' é l e c t r o p ~ o r è s e  de zone 
e t  1 'inciunoél ~ ~ t r o ~ i ï o r ~ ü o  c j f ?m~n . - l , r *e  ~ ~ r n l ~  n na-k nullst.itu6e pres- 
que exclusivanent de globiilines -gllGl1 e t  )$llA!lb On trouve 
aussi  de p e t i t e s  quant i t  6 s  de protéines normalenent phytosoluble~~ 
probablement entrafnées par adsorption sur l e  p réc ip i t é  ( f igure  
No 10). Toutefois l e  coiiposant de mobilité q2 e s t  à noter 

c m  s a  concentration e s t  l o i n  d t & t r e  négligeable. Une &,, glo- 
buline e s t  bien révélée par un imunsérun spécifique de 1 'extrai-,; 



phytique, Enfin, une cer ta ine  proportion de l a  préparation 
d i f  f i c i l enen t  soluble d o i t  correspondre à des globulines gUG,, 
e t  8 ,,AN partiel lement dénaturées pendant l e s  manipulations. 

- Etude C l e c t r o ~ h o r é t i ~ u e  de l a  c o m ~ s i t i o n  des e x t r a i t s  ------------ ------ ------- -- c- - IU-c- - - -  --- 
Ac B e t  C. 

La f igure  No 10 reproduit  l e s  protéinogrames de 
ces e x t r a i t s .  La préparation A obtenue à p a r t i r  d'un n i l i e u  
isotonique se carac tér i se  p w  une r ichesse en protéines de mo- 
b i l i t é  f i2  e t  h/ ..Les zones M2 e t  i~&, e t  préalbunine sont 
nektenent caract6ris6es.  L'analyse inmunoélectrophorétique e t  
1 électrophorèse sur g e l  d'amidon i d e n t i f i e  l e s  globulines 

XllG1l e t  conne const i tuants  principaux de cet  e x t r a i t .  
Nous avons déjà v u  qu'une p a r t i e  de ces protéines avai t  préci-  
p i t é  l o r s  de l n  dia lyse de c e t t e  préparation. 

Par opposition l a  préparation C e s t  obtenue en 
n i l i e u  desionisé ne présente pratiquenent que t r o i s  composants : 

préalbunine, globulines L%+ e t  l en te  ( f igure  No 10). 

Entre ces  deux extrêmes, se s i tuen t  l a  préparation 
B. L ' e x t r a i t  phytique B obtenu en n i l i e u  demi-isotonique e s t  
re la t ivenent  noins r i che  en globulines L(llGtI e t  XIA,, que 
l ' e x t r a i t  A. 

Ces p ro t  éinogranmes montrent bien 1 ' influence de 
l a  force ionique sur l a  conposition de l ' e x t r a i t  phytique. Pour. 
l a  préparation d'un e x t r a i t  aussi  représenta t i f  que possible des 
const i tuants  ~ ~ q t o s o l u b l e s  du s6run il semble préférable d lopére i  

en présence de 3 g/l. de chlorure de s o d i u ~ .  Pour obtenir un 
e x t r a i t  dest iné à l a  carac tér i sa t ion  e t  à l ' i so lenen t  de cer- '  

t a i n e s  glycoprotéines, l e  choix d'une force ionique convenable 





permet d 'obtenir  une préparation plus r iche  en cer ta ines  frac- 
t ions  e t  de conposition noins complexe, donc mieux adapté au 
but recherché. 

C- InTluence d'un l é ~ e r  défaut en a c i d e h f l i g u e  sur l a  
----------mm---- ---------------- - -- ------- 
com~osi t ion  de 1 ' e x t r a i t  ~ h y t i y ~ e  : --- ------------------- - -- -- 

. - Nous avons vu au paragraphe I V  du t ro i s i ène  chapitr? 
que, s i  l a  concentration r e l a t i v e  en acide&ytique e s t  insuf-  

f i s a n t e ,  l a  p r é c i p i t a t i ~ n  d'une protéine n ' e s t  que p a r t i e l l e .  
Les globulines précigi tent  pour une concentration r e l a t i v e  

en acide phytique plus ?aible que ce l l e  nécessaire à l a  préci-  
p i t a t ion  t o t a l e  de l a  s6runalbunine. Il nous fau t  donc é t a b l i r  
sur un e x t r a i t  phytique obtenu en présence d'un léger  défaut 
en r é a c t i f  p réc ip i t an t ,  l ' incidence de ce défaut sur l a  cortposi- 
t i o n  de l ' e x t r a i t .  

Pour prépôrer ce t  e x t r a i t  on mélange successivensnt ; 

- 1 volume de sérurn sanguin, 
- 3 volumes de solution de chlorure de sodium à 9 g/l. 

- 5 volunes d'eau d i s t i l l é e .  

On a jus te  à pH 2,'lO avec une solut ion normale dlaciC-ct 
chlorhydrique. On ajoute ensuite par p e t i t e s  port ions une solu- 
t i o n  rxoruale d ' acide phytique . Après chaque addit ion de r é a c t i f  
précipi tant  on ag i t e  e t  on f i l t r e  quelques m i l l i l i t r e s  de l a  
suspension. On a r rê t e  1' addition de r é a c t i f  p réc ip i tan t  lorsque 
l e  f i l t r a t  limpide ne donne plus  qu'un trouble léger  par ad- 
d i t ion  d 'un excès d 'acide phytique. Le surnageant limpide a i n s i  

obtenu e s t  dia lysé,  concentré à une température in fé r i eu re  à 
40' e t  lyophi l i sé  selon l e s  techniques habi tuel les .  



Le p ro té inogra~ne  de c e t  e x t r a i t  phytique met 
en évidence une quantite5 importante de e(-globulines a i n s i  

qu'une f o r t e  proportion de P, e t  P 2  globulines. Ceci e s t  
c o n f i r d  par  l ' é tude  inrriunoélectrophorétique qui ne révèle par 
a i l l e u r s  aucune différence fondamentale de composition con- 
parée à c e l l e  d'une préparation obtenue avec un excès d'acide 
phytique. En p a r t i c u l i e r  .on ne peut n e t t r e  en évidence n i  
t r ans fe r r ine  , n i  hapt oglobine qui ne r e s t e n t  dans l e  surnageant 
que pour des  concentrations t r è s  f a i b l e s  en acide phytique. Dans 

ces  conditions t r è s  défavorables l a  plupart  des protéines sont 
pa r t i e l l enen t  solubles. 

Les globulines &'ItGlt sont donc l e s  p lus   difficile^ 

à préc ip i t e r  par l ' a c i d e  phytique lorsque 1' on opère sur un 
nélange de protéine t e l  que l e  sérua sanguin. Ceci sst d 'autant  
p lus  remarquable que pour obtenir une p réc ip i t a t ion  à p a r t i r  d'7.z:~ 

solut ion pure, l e s  )/globulines nécessi tent  une concentration 
r e l a t i v e  p lus  f a i b l e  que pour une solut ion analogue de sérunal- 
bunine. 

Il f a u t  donc dissocier  deux phénomènes : 

1- cer ta ines  protéines  conne l a  sérunalbunine sont plus 
avides d 'acide phytique que d 'au t res ,  conme l e s  ;d globulines 
e t  en nélange, auront tendance à préc ip i t e r  l e s  prenières. 

2- Un poids donné de sérunalbunine se  combine à un nombre 
de molécules d'acide phytique plus  grand que ne l e  f a i t  un 
poids 6gal de yglobul ines  . Pour p réc ip i t e r  t o t  alenent , l a  
sérumalbumine nécessite donc une concentration en acide phy- 

t ique  plus élevée. Cette différences de consonnation d'acide 

phytique pour obtenir une préc ip i ta t ion  t o t a l e ,  se retrouve 
d ' a i l l e u r s  dans l a  comparaison des indices  de conbinaisons phy- 
t ique  de ces  protéines.  



Par expérience nous savons que, pour l e s  d i lu t ions  
de protéines  que nous ul;ilisons, une concentration de 0,O'I N en a 

acide phytique e s t  généralenent suff isante .  11 e s t  tou tefo is  
prudent, avant de t r a i t e r  un surnageant, de contraler  qu'un 
prélèvement de quelques n i l l i l i t r e s  - ne préc ip i te  pas par 
addit ion d'un excès d 'acide phytique. 

CONCLUSIONS : 
===51C%==E= 

Nous savons maintenant que l ' e x t r a i t  phytique se  
compose pour une pa r t  t r è s  inportante de glycoprotéines acide 

dl e t  de préalbumine à côté d 'au t res  glycoprotéines carac- 
t é r i s é e s  en plus  f a i b l e s  quanti tés.  

Les conditions optinales pour obtenir un e x t r a i t  
phy-tique du sérun humain peuvent g t r e  déf in ies  cornne s u i t  : 

- protéines : 6 à 8 g/l.  
- pH : 2,lO - 4- 0,20. 
- acide phytique : 0,01 N. 

- chlorure de sodium : 3 g / l ,  

S i  l ' o n  opère en présence d'une force ionique en 
chlorure de sodiun plus  inportante ( 9  g/l.) on en r i ch i t  l t e x t r a i - L  
en const i tuants  de mobil i té  électrophorétique P 2  e t  . S i  
au contrai re  on opère en rî i l ieu desionisé l a  préparation obtenue 
e s t  plus  concentr Se en O( glycoprotéines e t  en préalbumifie. 

Dans des conditions défavorables à l a  fornation de 

phytate de protéine (pH 2,5 à 3,O) ou de concentration en acide 
phytique lbgèrenent insuf f i san te  , l e s  globulines &'tG,, se retrourzii 
dans l ' e x t r a i t  phytique, a lors  que l e s  préparations obtenues dans 
l e s  conditions optimales n'en contiennent que des t races ,  Ces glo-- 
bul ines  ,,Gu sont donc à considérer conne des conposés p a r t i e l -  
lenent phy-bosolubles. 
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Pour c e t t e  étude nous a t i l i s o n s  deux types d J i n -  

munséruras : 

1- sérums de chevaux imnunisés contre l lensenble  des 
protéines du sérum sanguin (I~~cînnsérun N' 223 e t  306 de l f I n s -  

t i t u t  Pasteur de P a r i s  ) (M. 29).  

2- séruns de l ap ins  immunisés contre l e s  protéines de 
divers  e x t r a i t s  phytiques selon l e  protocole que nous avons 
d é c r i t  dans l a  p a r t i e  technique (VII. E). 

Les a r c s  de préc ip i ta t ion  spécifiques des glyco- 
protéines de l ' e x t r a i t  phflique sont obtenus de deux nanières : 

1- On révèle une innunoélectro~horèse d'un e x t r a i t  phy- 
t ique  avec l e s  d ivers  innunsérums. 

2- On peut égalenent chercher sur une innunoélectrophorèse 
d'un sérun sanguin quels sont l e s  a rcs  révé lés  p a r  l e s  inmun- 
séruns spécifiques des glycoprotéines de l ' e x t r a i t  phytique. 

Les grandes différences de concentration r e l a t i v e  
que l ' on  trouve dans 12s e x t r a i t s  phytiques e t  dans l e  sérum 
sanguin d'une pu-1; e t  d 'au t re  par t  l e s  grandes différences de 

font 
r é a c t i v i t é  des immunsérums globaux e t  spécifiques q u ' i l s  e s t  
impossible de r év&le r  tous l e s  composants sur une seule lame. Il 

nous fau t  donc prat iquer  plusieurs immunoélectrophorèses avec 
des quanti tés var iables  de préparations pour obbenir une analyse 
complète, 



Nous reprodtlisons fi .gwe No 'ii wi schéma récapi-  
t u l a t i f  des aros que l'on peut trouver sur l e s  immunoélectro- 
phorèses d'un e x t r a i t  ph$2q-xe ou que peuvent r évé le r  l e s  i m -  - 
munsérums spécifiques,  ?o.-- - l a s i l i t e r  l 'exposé,  l e s  arcs  sont 
numérotés de 1 à 12, 

Pour un c e r t a i n  nombre de ces  arcs nous pouvons 
au moins à t i t r e  d'hypothèse l e s  a t t r i b u e r  à des glycoprotéines 
connues, Pour d ' au t re s ,  il nous f a u t  quelques expériences com- 
plémentaires, 

- L'arc No 1 e s t  carac tér i s t ique  de l a  préalbumine. Les - 
dosages de tryptophûnne doivent nous permettre son ident i f ica-  

t i o n  dé f in i t ive .  

- L1mc No 2, toujours  assez a p l a t i  correspond au composant 
majeur des ex-traits, il s ' a g i t  de l a  glgcoprotéine acide 0( 
qui e s t  un mauvais antigène, 

Au cont ra i re ,  l ' a r c  No 3 e s t  bien dessiné, concave 
e t  intensément coloré. Il peut e t r e  a t t r ibué  à l l a n t i t r y p s i n e  

&, de SCHITLTZE (168). Dans c e t t e  zone Q(, on trouve fréquem- 
ment un ou plusieurs a rcs  de f a i b l e  courbure e t  assez éloignés de 

l a  r igo le ,  Les consti-buants correspondants ne sont présents qu'à 
de t r è s  f a i b l e s  concentrations, Nous devons chercher par  des 

expériences complémentaires, à l e s  i d e n t i f i e r  à cer ta ines  des 
post -albumines actuellement connues : glycoprot éines~"aisénient  

1 
précipi table" ,  g lyco~poté ine  qq "pauvre en tryptophanne" , 
glycorpotéine o( e t  i n t e r  d - u( "inhibiteur de t ryps ine" .  

- Les a rcs  No 7 e t  8 de mobilité légèrement supérieure à 

c e l l e  de l lhaptoglobine,  sont d ' i n t e n s i t é  t r è s  var iables  d'une 
préparation à 1 'autre ,  

- Dans l a  zone pl, on trouve un a rc  (No 9) t r è s  bien des- 



-Arc 
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F i p e  -- ---.----- No q'i : Diagranme immuaoélectrophorQtique dee 
glycoprotéines pbytosolubles. 

Nous proposons au onzième chapitre une i n t e r p r é t a t i o n  de 
ce diagramme. 
A = godet de dépot u t i l i s é  pour un gel de gélose (1 7) 
3 Fosse de dépot utilisé pour un gel dlagarose (B. 1) 



s iné ,  assez large mais de contoixr précis .  Sa mobil i té e lectro-  
phorkCtiyile e s t  . IFE; :  L?.-!:.=r, :- , :-:: ,)Cr; i.\illxe 21 c e l l e  de l a  t ransfer r ine  

. . 2.3 r - Il i?o?ls f a u t  d1abc;l?4 pzt-,a\-$-,;- - A -.I ne s ' a g i t  pas d e  t ransfer ru le  

e t  enaiiite , pm des  tcl?,~:n:l.:~~~?~.; q é c i f  iques , 1 ' i d e n t i f i e r  à l ' m e  

des (3 , glycoprotéines . 
- L'arc No 10 bien dessiné peut e t r e  a t t r i b u é  à l a  glyco- 

p r o t h i  ne g 2. 
- Lara  No 11 t r è s  é t i r é  e t  souvent déformé correspond à l a  

-.a, 

globuline Y "Al, 

Enfin, nous avons f a i t  f igurer  l ' a r c  a , , G l , ( a r ~  NO ? - 2  
----S. 

que l ' o n  trouve dans cer ta ines  préparations pour l e s  ra isons que 
nous avons développées au chapitre précédent, Sa révé la t ion  pax 

l e s  immunsérums spécifiques des e x t r a i t s  phytiques se  j u s t i f i e  
par l a  cornmunaut6 de ce r t a ins  déterminants antigéniques des 

globulines e t  S,lA,, 

Par l a  .i: ?chnique d 'immunodif fusion d ' OUCHTERLONY 

(pa r t i e  technique : -rj.qpitre VII. B) on prouve indiscutablement 
que l a  t ransf  e r r ine  , :i 'haptoglobine e t  l a  sérumalbumine ne f i -  

gureiit +,ss dans l e s  e-~.:!;raits phytiques, obtenus dans l e s  condi- 
t ions  opbimales. En e f î e t ,  l e s  a rcs  obtenus avec ces protéines 
coupent franchement ceux correspondants à 1 e x t r a i t  phy-tique. 
Quel que s o i t  l a  concentration e t  l e s  immunsérums u t i l i s é s  nous 

C n'avons p u m e t t r e  en évidence aucunracordement pouvant l a i s s e r  . 

supposer que ces  t r o i s  composés se trouvent meme à l ' é t a t  de 

t race  dans l e s  e x t r a i t s  phytiques. El les  peuvent donc g t re  éliminec: 
de l ' i n t e r p r é t a t i o n  de l'immunoélectrophorèse e t  l e s  arcs No 2 

7, 8 e t  9 doivent e t r e  a t t r ibués  à d lau t res  molécules. 

Cette meme technique nous prouve que l a  glycoprotéine 
acide dl e t  l a  globuline smt des composants majeurs de 
1 ' e x t r a i t  phytique. L'absence de produits  de r é f  érencê nous 
empeche d 'effectuer  l e s  autres  iden t i f i ca t ions  par  l a  méthode 
d ' OUCHTERLONY. 



L1ut i l i sa t ior i  des quelques r a r e s  immunsSrums 

vraiment spécif i .4.-;4.. --SUS confirme ces premiers ; "ultats.  
Un immunsérum co.i?.t.i - : - r : ~  r iche en anticorps spé~iYiques de l a  

glycoprotitj ne OC-; :, . .-:, :IL dome pas de réac t lon  posi t ive  avec 
L ' J  

l e s  ex-kraits phy57.0Lue3, 

CONCLUSIONS : 
=PFES=S11== 

Cette technique s 'avère donc t r è s  l imitée  dans 
ses  p o s s i b i l i t é s  d ' iden t i f i ca t ion  de glycoprotéines mineures 
du sérum humain. A ce stade de notre t r a v a i l  nous pouvons 
affirmer 1 ' existence dans 1 ' e x t r a i t  phytique du sérum de 11 

glycoprotéines différentes  parmi lesquel les  sont iden t i f i ées  
avec cer t i tude  : 

- La glycoprotéine acide 6$ e t  l a  g;obuline KA,,. 
Rous éliminons définitivemen* l f e x i s t e n c e  de l a  

sérumalbumine, de l a  transf e r r ine  , de 1 '3apt oglobuline e t  de 
l a  céruléoplamine qui représentent toutes des composants 
majeurs des prct$l , . --2 Cu séruril, aisgrnent carac tér i sées  par l e s  
méthodes habituu' ; -.. . 

Il 1 ; ~ - 2 : :  --este à confirmer l a  nature chimique de 
l a  préalbumine e~ '>- L i e n t i f i e r  q ~ a t r e  ou cinq cKl globulines, 
deux K2 globulines, une 6 globuline e t  une b; globuline. 
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La seule façon d ' i d e n t i f i e r  avec cer t i tude  une 
glycoprotéine e s t  de prat iquer ,  l o r s q u l e l l e  ex is te  une réac t ion  
spécifique, qui généralement correspond au rôle  biologique 
de c e t t e  molécule, C'est a i n s i  que l ' o n  carac tér i se  l a  t rans-  
f e r r ine  par f i x a t i o n  du f e r ,  l a  céruléoplasmine par son ouivre 
e t  ses  proprié tés  péroxydasiques, l 'haptoglobine 2a r  formation 
de son complexe avec llhémoglobine e t  par l ' é tude  de l ' a c t i v i t é  
peroxydasique de d u i - c i  . Ejialheureusement nous ne disposons 

actuellement que dlm nombre t r è s  l imi té  de r é a c t i i ~ n  de ce 
type. Meme quand l e  r ô l e  physiologique d'une g lycqro té ine  
e s t  connu, l e s  techniques d l i d e n t i f i c a t i o n s  qui dorvent en 
découler n e  sont Pas encore codif iées  ou a lo r s  son: encore 
diff ici lement pra t icables  par l e s  labora to i res  non spécialisés. 

C1est  l e  cas par exemple des divers inh ib i teurs  de ?rotéases 
e t  des t ransporteurs  de thyroxines. 

Parmi l e s  protéines que nous cherchons à i d e n t i f i e r  
seul  l e  seromucoide p possède une réact ion cazacté<ist ique.  
En e f f e t ,  BISERTE e t  c o l l .  (169) ont montré que l a  séromucoide 

peut se combiner avec l e  cytochrome c e t  1s myoglobine 
a lors  que dans l e s  memes conditions l 'haptoglobine ne r é a g i t  
pas. Une électrophorèse sur papier à pH 6,9 d'&ne solut ion 
de seromucoide {j, additionnée de cytochrome c de cheval, 
forme monomère du cytochrome. t r a i t é e  par 1 O-dianisidine ré-  
vèle ce chromoprotéide. On pezt a i n s i  mettre en évidence une 



zone colorée en rose brunatre autour du point de dépar t ,  qui 
correspond au cytochrome en excès e t  une au t re  zone plus  
précise de mobil i té anodique qui met en évidence l a  combinaison 
du séromucoide 6 avec l e  cytochrome. 

L a  ca rac té r i sa t ion  d'une forme combinée de cyto- 
chrome c avec l ' u n  des  composants de l ' e x t r a i t  phytique du 
sérum e s t  démontrée en' électrophorèse sur papier à pH 6,9 
(f igure  No 12).  Cet e x t r a i t  phy-tique u t i l i s é  seu l  ne renferme 
aucune t r ace  de chromoprotéide révélé  par 1'0-dianisidine. Ce 
r é s u l t a t  confirme donc 1 ' absence d'un complexe hemoglobine- 

haptoglobine e t  c e l l e  d'une forme de séromucoide 6, combiné 
à l'hème prééxistante.  Enfin l a  s p é c i f i c i t é  de l a  l i a i s o n  du 

saromucoide e2 avec l e  cytochrome c nous permet d 'envisager 
l ' ex is tence  de c e t t e  glycoprotéine dans 1 ' e x t r a i t  phytique. 
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En l 'absence de l a  plupart  des  produits  de réfé-  
rence qui nous permett ra i t  une iden t i f i ca t ion  immunochimique 
e t  faute  de réac t ion  spécifique nous sommes donc obligés de 
f ract ionner  l e s  e x t r a i t s  phytiquues. La comparaison des résu l -  
t a t s  de l ' é tude  électrophorétique e t  immunochimique de chaque 
f r ac t ion  avec l e s  proprié tés  physico-chimiques des glycoprotéines 
actuellement connuesi d o i t  nous permettre de progresser dans 
l ' i d e n t i f i c a t i o n  des composés phytosolubles. 



Pigure No 12 - Mise en évidence de la fixation du cytochrome c 
par le s4romucolde Pt  

- A : Extrait phytique + cytochrome o - B : Cytochrome o t4moin 
(ElectrophorBses en mil leu tampon& Q pH 6,9 - 
coloration par 1' O-dianisidine) , 



1. CAIIACTERISATION DES GLYOOPROTEINES PERCHLOROSOLUBLES DE 
==IP====5EPCEESEC~===ZZXEIlC=E=1=E=~~E=SCP=~SG=~=~~C~==== 

L EXTRAIT PIETIQUE. 
=E=SCCP===E=CP=-== 

Depuis l e s  travaux de WINZLER (170-171) l a  
s o l u b i l i t é  dans 1 ' acide perchlorique a permis d ' i s o l e r  ou 

d ' i d e n t i f i e r  cer ta ines  glycoprotéines. SCHULTZE e t  c o l l .  (172) 
démontrent que c e t t e  s o l u b i l i t é  e s t  fonction de l a  c o n c e n t r a t i ~ : ~  
en acide perchlorique. LI e x t r a i t  perchlorique 0 ,6  N e s t  sur tout  
consti tué par  l a  glycoprotéine acide OC1 a lo r s  que I l e x t r a i t  
perchlorique 0,2 N e s t  beaucoup plus  complexe. Ces auteurs y 

trouvent l a  glycoprotéine abide A,, 1' ant i t rypsine Ml, l a  
glycoprbtéine l lXt t ,  l a  glycoprotéine acide cî< 2 ,  l a  glyco- 
protéine C(211GCu, l a  glycoprotéine &2,,HSt1t l 'haptoglobine 
lthémopexine e t  l a  glycoprotéine @ 2. Ces composants sont 
i s o l é s  par relargage par l e  su l fa te  d'ammonium, par électro- 
phorèse préparative sur chlorure de polyvinyle e t  fractionnemen-k 
par l e  Rivanol. L ' ex t ra i t  perchlorique 0,2 N contient  en plus  
de f a ib les  quanti tés de sérumalbumine, de t r ans fe r r ine  e t  de 
globulines ifttAll e t  YllGlt. Clest ce que nous avons trouvé sur 
un e x t r a i t  perchlorique 0 ,2  N ( p a r t i e  technique : chapitre IX.) 

La sa tura t ion  d Iun immunsérum anti-prot éines sériqihsu 
par l ' e x t r a i t  perchlorique 0,2 N f a i t  d i spa ra i t r e  l ' a r c  cor- 
respondant à l a  glycoprotéine acide dl, à l t  ant i t rypsine oC ? 

a i n s i  qu'aux globulines gnAn e t  ;YfG,, . Pm a i l l e u r s ,  
1 ' i n t e n s i t é  de S s c  e t fortement diminuée. 

ansFerr1ne 

Avec un immunsérum spécifique des e x t r a i t s  phytiques, 
sa turé  dans:'les mêmes conditions par un elctrait  perchlorique 
0,2 N nous ne pouvons obeenir aucune révélat ion sur une immuno- 

électrophorèse de sérum humain. Bien que ce type dJeqér imen-  
t a t i o n  donnant des r é s u l t a t s  négat i f s  ne puisse fourn i r  une 



preuve absolue, on peut au moins admettre l 'hypothèse que tous  
l e s  composants ant igéniques de l ' e x t r a i t  phytique se re t rouvent  
au moins par t ie l lement  dans 1' ext-rai t  perchlorique 0 ,2  Ne 

Une so lu t ion  à 5 p .  100 de ce t  e x t r a i t  perchlorique 
t r a i t é  par l ' a c i d e  phytique à pH 2,10 se lon l a  technique habi- 
t u e l l e  donne un p r é c i p i t é  f a i b l e ,  qui e s t  él iminé,  Le p ro t é i -  
nogramme de l a  f r a c t i o n  phytosoluble comparé à c e l u i  de l ' e x t r a i ; ;  
perchlorique,  révè le  une concentrat ion p lus  élevée en préalbu- 

mi:ie e t  en 0(,, glycoprotéine e t  p lus  f a i b l e  en 2, e t  . 
Lz t r a n s f e r r i n e  e t  l 'haptoglobine  ne f iguren t  p lu s  sur 1 Iimmuno- 
électrophorèse de c e t  e x t r a i t .  

Inversement, une so lu t ion  à 5 p. 100 d 'un e x t r a i t  
p y ~ t i q u e  t r a i t é  par l ' a c i d e  perchlorique 0 ,2  N donne un léger  
p rgc ip i t  é , cons t i tué  sur tou t  par des @ globul ines  (probablement 
glycoprot éine Q e t  sérnmucoide (3 ,,avec une t r a c e  d ' d l  e t &  
g;ycoprotéines v i s i b l e  sur 1 limmunoélectrophorèse ( f igure  TJO 1 3  
lames A e t  B) .  Vue l a  t r o p  f a i b l e  quan t i t é  de matière i s o l 6 e ,  
il e s t  impossible de p réc i se r  s i  nous sommes en présence de cons-, 
5 i t uan t s  mineurs encore inconnus ou b ien  s ' i l  s ' a g i t  d'une précf 
~ i t a t i o n  p a r t i e l l e  de glycoprotéines déjà  i d e n t i f i é e s .  Dans l a  
f r ac t ion  perchlorosoluble de c e t  e x t r a i t  phytique oh re t rouve 
censiblement tous  l e s  composants de 1 ' e x t r a i t  phytique d ' origine 

( f igu re  13, lames C e t  D ) ,  

CONCLUSIONS : 
y---- ----------- 

La comparaison de l ' e x t r a c t i o n  par l ' a c i d e  phy- 
t ique  0,01 N. de pH 2,10 e t  par  l ' a c i d e  perchlorique O,2 N. 

nous permet l e s  déductions suivantes : 

- Les glycoprotéines phytosolubles se  re t rouvent  sensi-  

blement dans l ' e x t r a i t  perchlorique 0,2  N. Toutefois  lorsque 



1 go- 

F i p e  -- --------- N O  13 - Fractionnement d'un extrait phytique par l'acide 
perchlorique 0,2 N, 
A et B : Fraction précipitée par l'acide 

perchlorique 0,2 N. 
C et D : Fraction soluble dans l'acide perchlo- 

rique 0,2 Ne 



l ' on  traite un e x t ~ a i t -  phytique par I acide perchlorique, on 
pr6c ip i te  une t r è s  f a i b l e  quant i té  d '  d2 e t  p globulines. 

- Inversement, l e  trai tement par 1 'acide phytique à pH 
2,20 permet d éliminer d'un e x t r a i t  perch3 orique 0 ,2  N l e s  
t r aces  d j haptoblobine s , de transf err ine e t  de sérumalbumine 

qui peuvent s ' y trouver. 

~ II. FRACTIONNEME2TT D'UN EXTRAIT PHYTIZE PAR LE RIVANOL. 
~ ~ ~ e 0 ~ ~ ~ 4 ~ ~ c ~ C ~ ~ ~ : ~ ? ~ ~ - U U : U U ~ r ~ C 1 C ; I C ; I C ; I I F = I ~ -  3 ~ * R E S ~ = 3 ~ = C S = = ~ =  

Certains colorants dérivés de l t a c r i d i n e  comme 
l e  Rivanol préc ip i ten t  de nombreuses protéines.  Comme l e  
montre STASTNY (173): l a  s o l u b i l i t é  d ' une protéine dans l e  
Bivanol e s t  fonction de l a  concentration en colorant,  du pI1 

du milieu e t  de l a  force ionique. SCHULTZE e t  c o l l .  (174) ap- 
pliquent c e t t e  technique au fractionnement des e x t r a i t s  per- 
chloriques. Nous avons regroupé d a s  l e  tableau X I I .  l es  
s o l u b i l i t é s  des d ivers  glycoprotéinrs en solut ion à 1 p. 100 
dans l e  Rivanol 2p. 100 à pH 7 ,0 ,  es 0,84 p. 100 pH 8. La 
glycoprotéine acide W1 , 1 fhémopexir.e, l a  t ransf  e r r ine  , l a  

glycoprotéine (3 e t  l e s  globulines e t  '8 I I G I I y  se 
retrouvent dans l e  surnageant. Les glycoprotéines sont géné- 
ralement p lus  solubles dans l e  Rivano; à 0,84 p. 100 à pH 8,0 

(tableau XIV) , conditions que nous u t i l i sons  pour notre 
expérimentation (pa r t i e  technique : chapitre X. ) Un e x t r a i t  
phytique t r a i t é  par  l e  Rivanol donne im préc ip i t é  r iche  en 
préalbumine e t  en d2 glycoprotéine, avec une t r a c e  de 

e t  @ globulines comme l e  montre l e  p~otéinograrnme (f igure  
no 14). Le surnageant de composé dl Ml  e t  @ glycoprotéines 
avec des t r a c e s  d f  0( e t  (j7 globulines. Ces protéinogrammes 
sont vraiment complémentaires l ' u n  de l ' au t re .  



-L 'é tude immunochimique permet d ' i d e n t i f i e r  dans 
l e  p réc ip i t é  l a  préalbumine, deux N1 glycoprotéines, une 4 
glycoprotéine a i n s i  qu'une t race  de globulines Dans 
l e  surnageant on ca rac té r i se  l a  glycoprotéine acide 4, Une 
autre  N1 glycoprotéine , une M2 glycoprot éine , l e  séromucoide 

4, e t  l a  glycoprotéine J' Ltélectrophorèse à pH 3,9 confirxr 
iL 2' 

l a  présence de g l y c ~ p ~ o t é i n e  acide dl à c8té d'une importante 
f r ac t ion  M 2 e t  d'une zone h netbernent v i s ib le .  La recherche 
du s ér'ornucoide (j par f ixa t ion  de cytochrome c de cheval e t  

é1ect;rophorèse à pH 6,9 e s t  fortement pos i t ive  sur l e  surnageant fi 

Un immmsérum spécifique de l a  globuline ,,A,l 
montre que c e t t e  glycoprotéine n ' e s t  que part iel lement soluble 
dans l e  Rivanol e t  qu'une p a r t i e  non négligeable se  retrouve dans 
l e  p réc ip i t é  (Figure No 14, lame D). 

Malgré l labsence d'une rigueur absolue dans l e s  
caractères  de préc ip i ta t ion  ou de s o l u b i l i t é  dans l e  Rivanol, l e s  
r é s u l t a t s  obtenus nous permettent de considérer que cinq glyco- 

protéines caractér isées  dans l ' e x t r a i t  phytique sont solubles daïiL; 
l e  Rivanol à 0,84 p. LOO à pH 7 , O .  Ce sont respectivement l a  
glycoprotéine acide (a rc  No 2 du diagramme), une ~2 glyco- 

protéine (arc  7 ou 8); Le séromucoide (a rc  9) e t  une glyco- 
protéine (j (arc  10).  La globuline (arc  11) e s t  carac- 
t é r i s é e  dans l a  f r a c t i o 3  soluble e t  dans l e  précipi té .  

III. FRACTIONNEMENT DtW EXTRAIT PRYTI€$JE PAR ELECTROPHORESE ----- -------=------------------- -----mi------ -,-,--,,--,----,--, 7=?-==E=?======c=r-== 

PREPARATIVE EN mINE LIQUIDE 
------------------c-- ---- ------------------- .-.----- -- 

Un e x t r a i t  phytique du sérum sanguin e s t  soumis 
à 1 ' électrophorèse préparative en veine l iqu ide ,  e f f  ectuée en 
tampon tris-hydroxyméthylamino-méthane (0,008 M)-acide c i t r ique  



Figure Bo 14 - Practionnement d'un extrait pbytique par le 
RIVANOL. 
Fraction précipitée par le Rivanol 0,84 I O 0  pH 8.0. 
Fraction soluble dans le Rivanol 0,84 p. 100 pH 8 , O .  
Mise en évidence des globulines % dans lee 
fractions solubles et insolubles, à liaide d'un 
immunsérum spdcifique, 



(0,008 M)  de pH 8,6, avec un apparei l  Elphor-Vap (M. 12) avec 
un po ten t i e l  de 2 400 vo l t s  sous 160 milliampères. Urie solut ion 

à 2,5 p. 100 d'un e x t r a i t  phytique du sérum sanguin dans l e  tamy>c;rl 
pH 8,6 e s t  in j ec tée  dans une cuve à l a  v i tesse  de 2ml/h, La tem- 
pérature e s t  maintenue constante à S0 C.  La v i t e s se  de dépla- 
cement du f i l m  de l iquide dans l a  chambre e s t  de 0 ,5  mf?/mn. Les 
f rac t ions  r e c e u i l l i e s  dans 48 Gubes sont dosées à l ' a i d e  d'un 
appareil  d'analyse automatique ( M  33) .  On t race  a i n s i  l a  courbe 
des concentrations en protéines ,  en oses réducteurs l i b é r é s  par 

hydrolyse e t  en tryytophanne combiné (pa r t i e s  technique : 
chapitre V I  B,  C e t  D) . 

Les r é s u l t a t s  obtenus sont rassemblés dans l a  
. f igure  Ne 15. Une f rac t ion  de mobil i té t r è s  rapide à pH 8,6 se  

caract6r ise  par s a  r ichesse en tryptophanne (Fraction 1). El le  
précède immédiatement un p ic  homogène e t  symétrique r iche  en 
protéines e t  en oses coabinbs, qui représente l e  composant ma- 
jeur de l a  préparation ( f rac t ion  I I ) .  Un autre groupe de 
composant de mobilité d2 e t  globulines e s t  i d e n t i f i é  par P 
l e  dosage des protéines.  L'étude des courbes é t ab l i e s  par l e  
dosage des oses e t  du tryptoghanne démontre son hétérogénéité 
e t  permet de dis t inguer  4 f r ac t ions  d i f fé rentes  : une f rac t ion  
rapide de mobil i té b(j globulinique correspondant aii des glyco- 
protéines pauvre en tryptophan.e ( f r ac t ion  I I I ) ,  une f r a c t i o n  

~ g l o b u l i n i q u e  r iche  en tryptophanne ( f rac t ion  IV) , une 
f rac t ion  légèrement plus cathodique plus  r iche  en glucides 

combinés ( f r ac t ion  V) e t  enfin un dernker groupe de composants p2 globuliniques moins r i ches  en glucides combinés ( f r ac t ion  Ti!:, 

Les f rac t ions  sont séparées, dialysées,  puis lyo- 
phi l i sées .  Une étude électrophorétique e t  immuno-électrophorétiqli-? 
en ge l  dlagar  e s t  pratiquée en u t i l i s a n t  des immunsérums prépa- 

rés chez l e  lapin à p a r t i r  d ' e x t r a i t s  phytiques de sérum 
humain. 



l?ipre -- ------a-- No 15 - Electrophorèse préparative en veinerliquide de 
l'extrait phytique : les fractions sont recueillies 
dans 48 tubes. - 

Les dosages de protéines (en mg p. 100 ml : .---- .-O-- .), des osés 
réducteurs libérés par hydrolyse (en mg p. 100 ml : O----O---O) e t  
du tryptophauuie (en millimoles : O---O&----O) kéalisées sur chacu2 
des tubes permettent dtidentifier6fractions numérotées de 1 à VI . 
Ces fractions sont étudiées en électrophorèse sur gel dlagar tampcn-- 
né à pH 8,2. 



La f rac t ion  1, r i che  en tryptophanne, s ' i d e n t i f i e  à l a  préal-  

bumine. Le composant majeur de l a  préparation ( f rac t ion  XI) cor- 

respond à l a  glycoprotéine acide $,. L' ident i f ica t ion  de 

c e t t e  glycogrotéine e s t  r é a l i s é e  par sa tura t ion  des immunsérums 

avec des préparations de glycoprotéine acide x&, pur i f i ée ,  ainç;. 

que par électrophorèse à,pH 3,9 sur laquel le  on observe une frac-  
t i o n  homogène de mobil i té anodique, intensément colorée par l e  

r é a c t i f  de SCHIFF après oxydation périodique. On y trouve en 
plus  une p e t i t e  quant i té  de préalbumine a i n s i  qu'une Ml glyco- 
prot6ine visi-b l e mir l l i m m 1 1 n ~ 4 7  ec; t;rbophorèse . 

La f rac t ion  III renferme 5 composants antigéniques : 

dei= XI glycoprotéines, deux d2 glycoprotéines e t  une (3- 
globuline. LtéCude immunochimique de ces préparations permet 
dl assimiler  l 'une des % glycoprotéines à 1 ant i t rypsine 4, 
Aucun de ces arcs  de préc ip i ta t ion  ne correspond à l a  céruléo- 
plasmine, n i  à 1 'haptoglobine , n i  à l a  macroglobuline d2 . 

La f r a c t i o n  I V  présent2 un pouvoir de l i a i s o n  vis-  
à-vis de l'hème e t  du cytochrome c. El le  se  loca l i se  dans l e  

diagramine p a r  s a  r ichesse en t-ryptophanne (HEIPJIBURGER 175). 
El le  correspond donc au séromucoide p ,. On y décèle auss i  
un peu de globuline ~ l l A l l o  La f r ac t ion  5 donne deux arcs  de 
préc ip i ta t ion ,  que 1 ' on )peut rapporter  aux globulines MlIAlf 

glyco-, . e t  à l a  proterne P2. La dernière f rac t ion  correspond encore 
aux globulines YltAIt avec un peu de globulines yllGI1* Ce qui 
e s t  confirmé par l a  révé la t ion  d'une immun~électrophorèse avec 

un immunsérum de l ap in  immunisa contre l e s  globulines If,,Al, . 
Cette expérience nous confirme un ce r t a in  nombre 

d I ident i f ica t ions  en p a r t i c u l i e r  nous pouvons dès maintenant 
considérer comme cer ta ines  c e l l e  de l a  préalbumine, de l a  
glycoprotéine 0( ,, , de 1 ' ant i t rypsine XI ,du séromucoide 
de l a  glycoprotéine P 1' 

e t  des globulines XHA" e t  xllGIl . 
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La f r a c t i o n  F2 e s t  plus complexe. On y retrouve 
l e s  globulines ~ , i A , l  à c8té d 'au t res  const i tuants  i d e n t i f i k  à 

l a  préalbumine, l a  glycoprotéine acide 1 ant i t rypsine 0(? 

une troisième dl  non i d e n t i f i é e ,  deux d2 globulines e t  au 
séromucoide P 1. 

La f r a c t i o n  III, quantitativement mineure, .cor- 
respond à des p e t i t e s  molécules. La glycoprotéine (32 Y e s t  
parfaitement iden t i f i ée .  Cette f r ac t ion  renferme en outre une 
cer ta ine quanti té de p r  éalbumine . 

Ce fractionnement s 'avère donc t r è s  l imi té  dans s o c  
pouvoir sépara t i f .  Il confirme néanmoins 1' absence dans 1 extrait 

phytique de glycoprot  &ines de poids moléculaire supérieur à 

ce lu i  des globulines ~ l l A l l  (SZh = 7)  e t  l a  présence d'une C3 2- 
glycoprotéine de f a i b l e  t a i l l e .  Ceci confirme donc son iden t i -  
f i c a t i o n  avec l a  glycoprotéine de constante de sédimenta- 
t i o n  2,9 S (voir  tableau X.). 

La majeure p a r t i e  des composants de l ' e x t r a i t  
phytique ont donc un comportement enchroraat ographie sur Sephadex 
G 200 qui l e s  assimile à des molécules de sédimentation comprise 
en t re  3 S* e t  6 S. 

V. I?RACTIOIWBMENT DES CONSTITUANTS DB L'EXTRAIT PHYTIgUE PAR 
SPP=g=~1CE===SP=1SP===at=C=15=1E==C=~5==Z=G=~===XE3===~~~-====~~ 

RELARGAGE AU SULFATE D'AMMONIUM. ------------------------------- __------------_---------------- 

Le relargage par l e  su l fa te  d'ammonium fourni t  
une excellente technique de fractionnement pour l e s  mélanges 
de protéines. Faci le  à prat iquer  il ne dénature pas l a  plupar t  

des protéines. Les f r ac t ions  obtenues sont facilement i s o l é e s  
par centrifugation e t  pur i f iées  par  dia lyse.  



Cette technique présente toutefo is  quelques incon- 
vénients. Il e s t  d i f f i c i l e  de d é f i n i r  de façon précise  l a  zone 

de relargage d'une protéine pa r t i cu l i è re .  La concentration en 
protéine dans l a  so lu t ion  peut entraîner  des var ia t ions  notables 
de .La p r é c i p i t a b i l i t é .  K&me en opérant en solut ion d i luée ,  il 
e s t  impossible d ' é v i t e r  l a  coprécipi ta t ion de cer ta ines  protéine:$ 
normalement solubles dans l e s  conditions de 1 ' expérience. Cela 
ne @ne en r i e n  l ' é tude  des conposants majeurs d'une f rac t ion .  

Par contre pour l ' é t u d e  des con,qtituants mineurs il e s t  difficile 

de l e s  d i f fé renc ier  des protéines part iel lement coprécipitées.  

La composition d'une f r ac t ion  obtenue par additior; 
de su l fa te  d'ammonium à une so lu t ion  de protéine n ' e s t  pas fonc- 
t i o n  uniquement de l a  var ia t ion  de concentration en s u l f a t e  
d'ammonium, mais dans une cer ta ine mesure dépend des trai tements 
préalables par ce r é a c t i f .  Par exemple, l a  f r ac t ion  des protéinri- 
précipi tées  entre X e t  2 X molaires en su l fa te  d'ammonium à un ~ ' - 1  
donné, n 'aura  pas l e  meme composition s i  par un t ra i tement  préa- 
lable  on amène l e  milieu à l a  concentration X molaire en une 

ou en plusieurs  étapes,  éliminant l e  préc ip i té  formé à chaque 
stade. @ 

Les cmac tè res  de relargage ne peuvent 6 t r e  c o n s i -  
dérés comme des constantes physiques rigoureuses que lo r squ le l l e s  
sont appliquées dans des conditions bien déf inies  à des protéines 
puri f iées .  L ' in te rpré ta t ion  des r é s u l t a t s  d'une expérience 
effectuée sur un mélange complexe de protéine do i t  donc e t r e  
nuancée, c ' e s t  pourquoi nous préférons effectuer l ' e x t r a c t i o n  
phytique de f r a c t i o  ns  de protéines sériques obtenues par 

relargage. L'étude de ces e x t r a i t s  permet d ' i d e n t i f i e r  l e s  com- 
posants phytosolubles de ces f rac t ions  correspondant aux déf i -  
n i t ions  qxe l ' o n  trouve dans l a  bibliographie. A p r i o r i  il 
n'en au ra i t  pas nécessairement é t é  de meme si une so lu t ion  d'ex- 
t r a i t  phytique du sérurr! ava i t  é t é  t r a i t é e  par l e  su l fa t e  d'am- 
monium. hh e f f e t  l o r s  de l a  défécation phytique 



Eles protéines  e t  quelques glycoproeéines son-tr éliminées e t  
en p a r t i c u l i e r  l e s  const i tuants  pondéralemen* très importmts  

(sérum-albumine, t r m s f e r r i n e  par  exemple). 

Avant d ' effectuer l a  précipitat;ion phytique d'une 
f r ac t ion ,  nous dialysons l a  préparation à 4' contre de l ' eau  
d i s t i l l é e  fréquemment changée jendant plusieurs  jours. Nous 
avons vu que ftroisième chapitre .paragraphe V) l e  su l fa t e  
d'ammonium à p a r t i r  de 0,08 M.inhibe la/précipitation phytique 

i 
e% que de toute  façon l a  force ionique en cations monovalents 

do i t  e t r e  contrslée (septième chapitre,  paragraphe II. B). 

A. Fractionnement ~ a r  l e  sulfa te  d'ammonium en t r o i s  étager - ---- --- ----- -----------Y---------------------- - - 
Pour i l l u s t r e r  nos r é s u l t a t s  nous a l lons  décr i re  

un schéma de fractionnement u t i l i s é  par SCHULTZE e t  co l l .  (176) 
pour l ' é tude  des glycoprotéines solubles dans l ' a c i d e  perchlo- 
r ique 0 ,2  N. Par électrophorèse préparative sur chlorure de 
polyvinyle en milieu tamponné à pE 8,6,  ces auteurs i so len t  

l a  glycoprotéine /g2 de l a  fractLon prëcipi tée  à pH 7 entre  

1 ,4  e t  1,8 M. en su l fa t e  d'ammonium. De même l a  glycoprotéine 

acide I2 e s t  carac tér i sée  dans 1s. f r a c t i o n  relarguée entre  

1,8 M pH 7 , O  e t  2,65 M. pH 5. & f i n  du surnageant i l s  i so len t  
l a  glycoprot éine acide d e t  1 ' hhopexine . 

Nous préparons l e s  e n t r a i t  s phytiques de &lacune 
des t r o i s  f r ac t ions  obtenues par ce schéma de relargage pratique 
sur un sérum sanguin d i lué  au demi par une solut ion de chlorure 
de sodium à 9 g/l.  

a- Iden t i f i ca t ion  des glycoprotéines phytosolubles dans l a  

f r a c t i o n  précipi tée  par  l e  su l fa t e  d'ammonium 1,8 M. pH 7 , O .  

On retrouve effectivement l a  glycoprotéine /3 
dans l ' e x t r a i t  phytique de l a  f r ac t ion  précipi tée  entre O à 1,8 3:; 

de su l fa te  d'ammonium à côté d'une p e t i t e  quant i té  de globulines 

1' !!AI, (Figure No 16, lames A e t  B).  



On note également l a  présence dlune quanti té no- 
t ab le  d'une ;i * globuline non révélée par llimmunsérum. 

! Cet e x t r a i t  e s t  f rac t ionaé  par f i l t r a t i o n  sur ge l  
de dextrane ( p a r t i e  technique : chapitre I V .  A). Une solut ion 
de 300 mg. de l a  préparation dans un tampon tris-hydroxy-méthyla- 

mino-méthane (O,? M ) ,  chlorure de sodium (1 M )  de pH 8 , O  e s t  

chromatographiée sur une colonne de Séphadex G 200 (50 cm x 2 cm) 
Le chromatograznme t r a c é  par mesure de l a  densi té  optique à 
2 780 X donne deux clochers dfimportance sensiblement égale. 
L'étude de ces f rac t ions  montre ( f igure  10) que 11;K2globuline 
dmt nous avons signalé l a  présence, se partage en t re  l e s  deux 
clochers du chromatogramme. Son poids moléculaire e s t  doncde 
l ' o r d r e  de 50 000, ce qui permettrai t  de l ' i d e n t i f i e r  E. l a  - 
glycoprot éine 

"^ .............. ...... ..... "..." ...... "," ...,.~,.,,.,,,,,...,,.,,,, 
d2 11~stt (sZb = 3 ,6 ) .  Il ne peut s ' a g i r  i c i  

de l n  glycoprotéine acide X2, dont l e  poids moléculaire e s t  
ce r t e s  vois in ,  mais qui ne préc ip i te  que par l e  s u l f a t e  dtam- 
monium 2,O à 2 ,8  TV! à pH 5 , O  (voir  tableau X I I . )  

L f  étude électrophorétique de l a  f r a c t i o n  1 de 
c e t t e  chromatographie met en évidence en plus de l a  globuline 

f déjà  bien connue, un composant dans l a  zone o(l de 
l 'é lectrophorèse,  e t  qui doi t  correspondre à une glycoprotéine 
de poids moSculaire relativement élevé. Il ne peut s ' a g i r  
de l a  glycoprotéine "pauvre en try-ptophanne" (HAUPT 177) ni 
de l a  glycoprot6ine o( (SCHULIZE 178) qui ne préc ip i ten t  

que pour des concentrations plus  élevées en su l fa t e  d ' ammonium. 
La postalbumine "4,6 Sr' pourra i t  se trouver dans c e t t e  f r ac t ion ,  

mais e l l e  ne peut ê t r e  mise en évidence par l é s  réact ions  
immu.nochimiques (HEI3E 179). O r ,  l e  composant oC1 que nous 
cherchons 5 i d e n t i f i e r  e s t  incontestablement un bon antigène 
(f igure  No 16, lame H).  Par élimination successive, e t ,  en 
admettant que c e t t e  globuline s o i t  dé jà  connue, il nous 
r e s t e  deux poss io l i t é s  : 1 inhib i teur  detcypsine i n t e r -  cd' ,,-,A 



F i w e  N O  16 - Extraits phytiques des fractions obtenues par rel- -- -------- 
gage par le sulfate d'ammonium. 

A et B ; fraction précipitée par le sulfate d'ammonium 1,8 M pH 7,O. 
C et D : fraction précipitée par le sulfate diammonium entre 1,8 M 

pH 7,0 et 2,65 M pH 5. 
E et F : Fraction soluble dans le sulfate dtammonium 2,65 M pH 5,O. 
G, H ,  1 et J : Fractionnement par chromatographie sur bSHADEX 

G 200 de la première préparation (A et B). 
K : Isolement de la glycoprotéine acide a 1 par chromato- 

graphie sur C d  cellulose de la fraction soluble dans 
le sulfate d'ammonium 2,65 M pH 5,O (E et F). 



(S20R - 6,4 e t  relaxgage par l e  su l fa t e  d'ammonium 1 , 7  
à 1 ,9  M. pH 7 , O  (HEIDE 180) ou l a  glycoprotéine d l  "aisément 

prkcipitablel '  (S2% = 3,8 e t  relargage par  l e  su l fa t e  d'am- 
monium 1,5 à 2,O M. pH. 7,O (SCHUZTZE 181). La mobilité anodiqxs 

1 nous semble un peu t rop  importante pour une i n t e r  :A,- -0( 

globuline. Nous re t iendrons donc de préférence l a  &coprotéine 
1, "aisément préc ip i tab le" ,  d 'autant  plus  que 1 'on trouve 

une fa ib le  quant i té  de composant dans l a  f r ac t ion  II du 

chromatogramme, ce qui t endra i t  à l u i  a t t r ibue r  un poids mole- 
cu la i re  vois in  de 50 000. 

Dans l a  f rac t ion  II du chromatogramme on retrouve 
l a  glycoprot éine (S2& = 2,9)  a i n s i  que l e  r e s t e  des . @CO-- 

\ 
protéine 4 2 ~ H S ~  e t  g lycop~oté ine  c< "aisément préc ip l tab le  '- 
que nous avons déjà signalé.  

b- Ident i f ica t ion  des glgcoproV6ines ph;~.tosolubles dans l a  frac:; 
des protéines sér iques  préc ip i tées  par  l e  su l fa t e  d'ammonium 
entre  1,8 M. p9 ? , O  e t  2,65 Id, pH 5,O. 

1 L ' e x t r a i t  phytique de c e t t e  f r ac t ion  contient  
l a  préalbumine, l a  glycoprotéine acide d l  a i n s i  qu'une t r è s  
f a ib le  proportion dl (.X2 e t  @ globulines. L'étude irnmuno- 
6lectrophorétique permet d ' i d e n t i f i e r  l a  glycoprotéine 8 2. 
O n  peut envisager que 1 ' cf.. glycoprotéine (arc  8 du diagramme 

immunoélectroghorétique) soluble dans 1' acide perchlorique O ,  2 
précipi tée  par l e  s u l f a t e  d'ammonium 2,65 &!,à pH 5,0,  s l ident i f i . e  

1 s o i t  à l a  glycoprotéine c~~~~~~~ s o i t  à l a  glycoprotéine acide 
d2 (voir  tableau lTe X I I ) .  

c- Ident i f ica t ion  des  glycoprotéines phytosolubles dans l e  

surnagernt après relargage par l e  su l fa t e  d'ammonium 2,65 M. 

p H  590. 
Dans 1- ' e x t r a i t  phytique de ce surnageant, on re -  

trouve l a  préalbumine, l a  glycoprot6ine acide dl e t  une d2- 



el~i;'>i>l'ot, 6 5  no . 1, ' élec-Lrophorè se sur papier à pH 3,9 conf i r a e  
l a  présence de gl~ycopr~ot;6ini' acide o(, e t  iu in  rhruuiatographie 

S U  Colonne de carboxyrn6thyl oel.71llose de 1 ' i s o l e r  à 
l ' é t a t  gresque 2uisqu1el le  ne contient  plus qu'une t r a c e  
de ~rc'al.biimine e t  d r i l n a  autre  LX ,, g l ~ c o ~ r o t é i n e  ( f igure  16). 

D e  p lus ,  1 limmunochimie de cet e x t r a i t  phytique 
ne t  en évidence l a  présence de deux rAq glo3ulines. Or dans 
cette zone de r e l a~gags  p a r  1 s sulfate d'ammonium on rie connai t; 

que l a  glycoprotéine d , . T I X ~  e t  1 ' arr t i  trypsi-ne 0< 

1 Cette expérience nous confirme l e s  ident i f ica t ions .  
que nous avons eeectuées au cours des chapi t res  précédents. E l l e  
nous permet en outre de f a i r e  progresser l ' i n t e r p r é t a t i o n  des di? 

grammes dans l a  zone LX., e t  d2. 

La carac tér i sa t ion  de l e  glycoprotéine d 2ffHSff 
semble à peu près  dé f in i t ive  . Les glycoprotéines CA,, 'laisément 
précipi table"  e t  %,, ffX,l  f igurent  certainenent parmi l e s  compo- 
sants  mineurs de l a  zone po:st-albumine des ex t ra i t s .  

B. FRACTIONNEI14k:NT E1J S I X  ETAPES : 
----------------Y----------- 

Au cours d'une zutre  expérience, un relargage 
par l e  s u l f a t e  drammonium nous donne s i x  f ract ions .  L'étude 
immunochimique e s t  i l l u s t r é e  dans l a  f igure  17 e t  nous repro- 

duisons l ' i n t e r p r é t a t i o n  dans l e  tableau X I I I .  Nous indiquons 
d'un signe (+) l e s  composants i d e n t i f i é s  par sa tura t ion  d'un 
immunsérum e t  nous soulignons l e s  composants dé j à  ident i -  
fiés au cours des chapi t res  précédents. 



P i p e  No 17 : FRACTIONNEMENT DES GLYCOPROTEINES PHYTOSOLUBLES PE -- -------- RELARGAGE PAR LE SULFATE D'AMMONIUM, 
Etude électrophorétique e t  immunochimique des fractions relargées 
par l e  sulfate dlammonium : 

- entre O e t  1,3 M. pH 6 5 : A e t  B 
- e n t r e  1,3 e t  1,611. pH b,5 : C e t  D - entre 1,6 e t  2,O M, pH 6,5 : E e t  F - entre 2,O e t  2,5 M, H 6,5 : G e t  H - entre 6,5 e t  pH 3 5 f.2 5 Y) : 1 e t  J - entre 2,5 M pH 3,3 e t  4,0 M. pH 6,5 : K et L. 



Donc, avec chacunes de ces  préparations nous 
S ~ ~ I ~ L T V I L S  ] R B  a n + . i c c > ~ ' p ~  ddtifn sérum de cheval immunisé contre 
tcxxt;oa 3 ep yrbot;éines du sérum humain (part-i e Cechnique : cha- 
p i t r e  V I I .  D) . ~~immuno~7_ec~tropbor~se du s6rum sanguin révélée 

avec l e  r é a c t i f  a ins i  obtenu ne comporte plus l e s  a rcs  cor- 
respondant aux protéines qui se trouvaient  à une concentration 
convenable dans l a  préparation. Dans des conditions f avox.*abl~s 
de conceritration r e l a t i v e  en antigène e t  en q t i c o r p s  il e s t  
possible de l o c a l i s e r  s u r  une immwnoé7notrophorèse l e s  a rcs  

correspondwi-t-s aux dérivés  étudiés e t  sur tout  d ' é t a b l i r  l e u r  
pos i t ion  r e l a t i v e  par rapport  aux autres  arcs  du schéma. 

 alhe heureusement vu l e s  grandes différences de 
concentrations des d ive r s  composants d'un e x t r a i t ,  e t  l e s  t r è s  
grandes différences d f a n t i g é n i c i t é ,  il e s t  impossible avec ce 
type dlexpbrience de f a i r e  un b i l a n  exkaustif de l a  composition 

d'une prépmation.  Inversement l e s  r é s u l t a t s  p o s i t i f s  bien que 
forcément fragmentaires présentent  l e  plus  grand i n t é r ê t  e t  
peuvent dans une cer ta ine mesure, e t r e  considérés comme une 

i den t i f i ca t ion  dé f in i t ive .  

Les globulines Y U A I ~  ( l e s  globulines >i I I G ~ I  

révélges par s u i t e  de l ' a n t i g é n é i t é  croisée avec l e s  globulines 

)i ,,A,,) , l a  glycoprotéine 3 *, l e  séromucoide 6 1 ' a ~ ~ t i -  
trypsine t.:<q, l a  glycoprotéine acide e t  l a  préalbumine son% 
nettement caractér isée .  La nature de l a  glycoprotéine d 2flHSll 
e t  de l a  glycoprotéine d, l'aisément précipi table"  p a r a i t  con- 
firmée. Un choix p e r s i s t e  quant à l ' i d e n t i f i c a t i o n  s o i t  avec 
l ' i n h i b i t e u r  de trypsine i n t e r  3( ,,- >( *, s o i t  avec l a  glyco- 
protéine acide ?i 2 ,  s o i t  encore avec la glycoprotéine ~9211GC11 
Il en e s t  de meme pour 1 ' i den t i f i ca t ion  d'une cd,, glycoprotéine 
qui peut correspondre par  s a  zone de relargage à l a  glycoprotéine 

"pauvre en tryptophanne". Pour deux des composants ( inhi-  
b i t eu r  de try-psine i n t e r  :< - 0( e t  l a  glycoprotéine 2,,HHS,, 



les m c d i  f i  ~ c i i ; j  ans dl1 3 5 R g r a n 7 j n c  1.r:imlnn6l~c; b ~ - u y h o t i  UL.LO,- ,~  

par  sa tura t ion  de l'is~munsérum sont minimes e t  di f f ic i lement  
in te rpr~étab1 .e~ .  Nous l e s  avons marques dans l e  tableau X I I I .  
du signe ( 2 ) .  

A ce stade de notre txavai.1 nous pouvons nsanmol~e 
phopuser  i i n ~  i.d.entification fondée sur plusieurs  QI-éments a t u i s  
à p a r t i r  de techniques expérimentales d i f f é ren tes  e t  que nous 
avons rassemblés dans l e  tableau X I V ,  La confrontation de ces  
r é s u l t a t s  avec l e s  propri6tésd8!?fférentes glycoprotéines rap- 
portées dans l e  tableau X I I  nous permet de proposer une nomen- 
c la ture  du diagramme immunoélectrophorétique de l a  f igure  11, 

Cette synthèse nous montre l ' i n c e r t i t u d e  qui per- 
s i s t e  sur l ' i d e n t i t é  d'une sC2 glycoprotéine (a rc  8 du diagrair- 
me) e t  de deux 0(, glycoprotSines (arcs  5 e t  6). Pour t e n t e r  
de préciser  ces donn6es encore incomplètes un fractionnement 
complémentaire a é t é  prat iqué e t  son &tude réa l i s6e  par élec- 
trophorèse sur gel  d'amidon. Nous nous attacherons plus p a r t i -  
culièrement d a s  c e t t e  étude à l 'analyse des composants r e l a r -  
gués par l e  su l fa te  d'ammonium entre 1,8 e t  2,$ M. a ins i  qu 'à  
v é r i f i e r  l e s  caractéres  de s o l u b i l i t é  dans l e  Rivanol des '>( g 
glyccprotéines de c e t t e  préparation. 

C, FRACTIONNEMENT COMPLE1VIENTBIRE POUR LA CkRkCTmCISATION DES ; --------- --------------- -------- --- ----- ---- U_----- 

d. GLYCOPROTEINES . ---------- ------- -- 
Comme nous venons de l e  vo i r ,  l e s  const i tuants  

majeurs de 1 ' e x t r a i t  phytique sont maintenant iden t i f i é s .  Par 
contre cer ta ins  composants mineurs, e t  particulièrement l e s  d ,! 
e t  ./;! glycoprotéines necessi tént  encore l a  recherche d 'autres  
c r i t è r e s  pour leur iden t i f i cz t ion .  L'étude immunoélectropho- 
ré t ique  e s t  dé l ica te  car  ces const i tuants  n ' ex i s t en t  qu'à 
l ' é t a t  de t r aces  e t  ne sont qu'irrégulièrement révélés  p a r  

l e s  imaunsérums. Les mobil i tes électrophorétiques é tant  t r è s  
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i Glycoprotéines i 

i p h s n n n l  i1h1 es Lames cor- . - 

i préc Y 

i aiil  f 9 - k ~  Fi 1 am- 

--..------- . . - . . - . - 
Glycoprotéines i i n i k P e a  n m  respondantes i i  i 

sur' f igure  N01r7, !i identifiées. t L'.L.L.L C* " Y  ... -IL. 

2 à 2,5 1. G e t  H A 
f 0  

1 w a- 
PH 63.5 j i .rl + 

i: y '0- 
&' i q>! ......... " .... >...........----....-.-......... ......."... .......................... ....- ......... " ........... " ...................... " ..................... " ......... : .................................................. 0 CV ................... J . g, iJ i 

i 
2,5 M. i 1 e t  J 

di 00 
ol o a 

h.4 . pH 6 ,5  à 3,5 l $ 2  
i .................. ................................. ...... " ...................................... " ............. - ....... ................................................. 01 ...... " ......... " ....-....,. ",.." .... "" .................. " .- 
i k ( 

2,5 à 4 !JI. $1 i E; et L : i 
i ; pH 3 , 5  à 6,5 

i . ............ ......................................................................................................... " ....... " .............. 6 ................................... ....................................................... ...... " ................................................. " ....... 

Tableau ----mm---- X I I I .  -- - Iden t i f i ca t ion  des glycoprotéines phytosolubles dan 
l e s  f r ac t ions  relarguées par  l e  su l fa t e  d'ammonium. 

(+) ; carac tér i sée  par saturat ion d 'un immunsérum. ( f igure  No 'l7 ) 
( 2 )  : carac tér i sa t ion  hypothétique par sa tura t ion  d'un immunsérum 
(sou7i~né) : caracl;6r.i~6u par d1a~z%rco m & b l ~ o d s s  au 00-c doc cha- 

p i t r e s  précédents. 



F1i.e ----...-- No 18 - Extrait phytique de fractions obtenues par  relar- 
II) 

gage par  l e  sulfate d'ammoniwn, 
A - Fraction. soluble dans l e  sulfate d'ammonium 

1,4 M à PH 5.0. 
B e t  c ; & t i o i  precipitee par l e  sulfate d'am- 

monium 1,45 M entre pH 6,5 e t  5,O. 



d o -  

vo3 s i n e n ,  1 ns zoues di1 p ~ & i . n n g ~ b ~ r n ~ n e  s o n t  l e  pl.iis souvent 
confondues. Dans l e s  conditions optimales on peut mettre en 
évidence plinsieurs const i tuants  cornne l e  montre l a  f igure No 18 

lame A.  Un des immuna6rums révèle indiscutablement t r o i s  glo- 
bulines solubles dans l e  su l fa t e  dlammoniiirn l , l l5  M. à p H  5 
e t  dans l ' a c i d e  phytique à pH 2,l. 

Potw oFkeni r n ~ t t ; ~  f r a c t i o n  nous avons éliminé suc- 
cessivement l e  p réc ip i t é  obtenu en présence de 1,4$ M. de su l -  
fate d'ammoniilm à ph' 6,5,  puis c e l u i  formé par ac id i f i ca t ion  du 
milieu à pH 5 , O .  Dans l e s  e x t r a i t s  phytiques de ces f r ac t ions  

on i d e n t i f i e  une t r ace  de globulines Z(11Gr19 l e s  globulines xi,A,,l 
l a  glycoprotéine d, "aisénent préc ip i tab le"  e t  l a  glycoprotéine 
3(211HS11 (f igure  18, lames B e t  C) .  Ces composants sont aisément 

carac tér i sés  dans l e  diagramme de 1 ' électrophorèse en geld '  amidon 
qui révèle  en outre un composant mineur, p lus  rapide que l a  

glycoprotéine CA, "aisément précipi table"  e t  occupant donc sen- 
siblement l a  pos i t ion  de l a  glycoprotéine acide oC ,,. Il ne peut; 
s ' a g i r  de c e t t e  dernière car  l a  glycoprotéine étudiée préc ip i te  

par l e  su l fa t e  d'ammonium entre 1,3 e t  1,8 M. L'existence de 
c e t t e  glycoprotéine n ' a  é t é  signalée dans aucun type de 
fractionnement e t  nous ne pouvons actuellement proposer une no- 
menclature pour ce composant qui semble b ien  correspondre à une 
e n t i t é  nouvelle caractér isable  parmi l e s  glycoprotéines phyto- 
solubles f acileuent précipi tées  par  l e  s u l f a t e  d amnoniuni. 

La f r a c t i o n  suivante (relargage par l e  su l fa t e  d'am- 
monium de 1,4$ à 'I,8 Id. à pH 5,O) correspond essentiellement 
à l a  glycoprotéine (? encore sou i l l ée  de globuline ,lA,,. 

C 'est  l a  s u i t e  de ce fractionnement qui va nous per- 
mettre d 'é tudier  l e s  const i tuants  mineurs de mobil i téFd e t  
&, a i l  électrophorèse. En e f f e t ,  l'immunoélectrophorèse 



F i w e  -- ------- Bo 19 - Etude électrophor6tique et imrmuio6lectrophorétique. 
des fractions séparées en chromatographie sur 
Sephadex G 200 à partir de la fraction prdcipitée 
par le sulfate dra.mmonium entre 1,8 M à pH 5,O 
et 2,4 M à pH 6 , 5 .  



carac tér i se  au moins cinq de ces  glycoprotéines dans l ' e x t r a i t  
phytique du produit  de relargage par  l e  s u l f a t e  d'ammonium de 
1,8 M. pH 5 , O  à 2,4 M. pH 6,s e t  quatre ou cinq arcs  de prébi- 
p i t a t i o n  sont obtenus dans 1 létude de l ' e x t r a i t  phytique des 
glycoprotéines préc ip i tées  par l e  su l fa t e  d ' ammonium entre  2,4 

e t  3,2 M. à pH 5,O. 

1.- Etude des g l y c o ~ r o t é i n e s  ~ h g t o s o l u b l e s  ~ r é c i & i t é e s  2~ -------- - -- ----- -- - ----------- --- -II-- 

l e  su l fa t e  d f  ammonium de 1 8 M. EH 5 O A 2 4 M. ~H-5~2.  
-----------..--- IUI- ----A----- -- A-- -a--- 

L'électrophorèse en ge l  d'amidon de c e t t e  préparation 
met en évidence sept  const i tuants  d i f f é r e n t s  . Rappelons que 1' im- 
muno6lectrophorèse ne carac tér i se  que cinq a rcs  de p réc ip i t a t ion  
Cet e x t r a i t ,  chromatographié sur une colonne de Séphadex G 200 
(par t ie  technique : chapitre I V .  A )  nous donne deux f rac t ions .  

La première de ces  f r ac t ions ,  quantitativement l a  
plus  importante e s t  r iche  en composants de l a  eone.:.A2 e t  du 
protéinogramme. La zone c( e s t  f a i b l e  mais nettement v i s ib le  (fim- 
19). L'étude immunochimique révèle  l a  présence d'une O( glyco- 2 
~ r o t é i n e ,  du séromucoide p, e t  de t r o i s  composants o( e t  g, 
"lents".  En supposant toujours que nous sommes en présence de 
glycoprotéines connues e t  en tenant coapte des poids moléculaires, 
on peut admettre que c e t t e  f r a c t i o n  contient : 

- Inhibi teur  de trypsine i n t e r  dl -D( CSzh CJ 6 , 5 ) -  
- La glgcoprotéine L9.qt,X,t (SZow = 5,O) 
- a i n s i  qu'une fa ib le  quant i té  d fan t i t ryps ine  ,A1. 

La postalbumine 4,6 S pourrai t  également se  trouver 
dans c e t t e  f r ac t ion ,  mais nous avons déjà  vu que nous ne dispo- 
sons d'aucun moyen im~11unochimique pour l ' i d e n t i f i e r  (HEIDE 282) 
La nature de 1' 0(* glycoprotéine ne peut encore & t r e  précisée 
l a  glycoprot éine c>< 2"GCtI e t  l a  glycoprotéine acide CI2 ayantdes 
poids moléculaires voisins e t  un comportement analogue en 
Sephadex G 200. 



Iden t i f i ca t ion  proposée 

. .+- 

- .  

y' ' 

W. 
(+) : p r é c i p i t é  Far l e  r é a c t i f .  

io 
P, (-) : soluble dans l e  r é a c t i f .  



Le protéinagramme de l a  deuxième f rac t ion  de c e t t e  
chromatographie sur Sephadex G 200 se pr Csente de façon tou te  ' 

di f férente .  On y voi t  (f igure 19) l a  préalbumine, une glyco- 
protéine 'Iessez r zp iden ,  une f a i b l e  quant i té  d 1 d 2  glycoprotéine 
e t  enf in  une t r a c e  glycoprotéine. On y carac tér i se  en in- 
munoélectrophorèse deux 4, glycoprotéines dont 1 'une s 'iden- 
t i f i e  avec ltantitrypnine g l a  seconde, d i f fé rente  de 1' LX,- i' 
glycoprotéine signalée dans l a  premiére f rac t ion ,  pourra i t  & t r e  
l a  glycoprotéine dqflpauvre en tryptophanne (SZow = 3 , 3 ) .  Le 
composant mineur de l a  zone M2, identique à ce lu i  que nous 
avons trouvé d a s  l a  première f r ac t ion ,  peut correspondre à l a  

- glycoprotéine acide X 2  ou à l a  glycoprotfine %ltGCu (S2& - 
3,7)  dont l e  poids nol6culaire e s t  insuff isant  pour que l1 on 
puisse espérer l a  retrouver intégralement dans l a  première frac- 
t ion .  

2. Etude des glpcogrotéines ghposolubles  ~ r é c Q i t é e s  gar  --------- - -- --..---- - ----------- --- ------ -- 
l e  -----------------------------L-------I---- su l fa t e  dtaranoniun entre  2 4 M e t  3 2 M pH 5& 

L1imunoélectrophorèse carac tér i se  dans c e t t e  pré- 
pmat ion  deux 5 glycoprotéines , une d2 glycoprot Sine na jeure 
une t r ace  de séronucoidc (3 e t  de globulines 3' ltA,,.  Lt électro-  
phorèse en g e l  d'amidon (f igure  20) pernet d ' i d e n t i f i e r  deux 
composants majeurs : l a  glycoprotéine acide dl e t  un composant 
analogue à 1' .7<2 glycoprot6ine i d e n t i f i é e  dans l a  f r ac t ion  
précédente. On confirme en outre l a  présence de globulines dttA,, 
donnant une t r a inée  d i f fuse  dans l a  zone d 3 du diagramas e t  un f-l 
grand n o ~ b r e  de c o m p o s ~ ~ t s  mineurs : préalbunine, 1 m t i t r y p s i n e  

dl,  l a  glycoprotéine M~~~ t1 l a  glycoprotéine o~ ltpauvre en 
tryptophanne" , l e  séromucoi%e (3 q. 

La r ichesse de ce t t e  préparaticn en ld glycoprotéine 

permet d assinil%? l lc-cg la glycoprot aine acide :A préc ip i t  6e 
en t re  2,O e t  2,8 M. en su l fa t e  d'ammonium à pH 5 , O  ( tableau XII) 



ce qui l a  d i f fé renc ie  de l a  glycoprotéine 0(211GCH qui préci-  

p i t e  en t re  2 , O  e t  2,4 M s  en s u l f a t e  d'ammonium à pH S,os bh 

faveur de c e t t e  iden t i f i ca t ion ,  nous pouvons également r e t e n i r  
sa  local_isat ion dans l e  diagramme d'électrophorèse en ge l  d 'a- 
m i d o n  où l a  glycoprotéine cr( 2,1GB,, appart ient  au groupe des 
i?os t-albumj-nes du sérum hunain, tandis  que l a  glrcoprotéine 
acide o< possède une mobilité élaotruohor*6ti i l i l "  Ldg6rnrneiit 
sxxp6ri<-? \ > . x r ~  à. 1 P 4x1 a 0mom.iin oi.d+ Fr 

Ces r é s u l t a t s  complètent l ' i d e n t i f i c a t i o n  des S( , 
e t  0( glycoprotéines phytosolubles. L 1 i n t é r @ t  de 1 lé1 tctro- 
phorèse en gel  d'amidon pour l a  carac tér i sa t ion  des glycopro- 
té ines  mineures du sérura sangliin y apparait  d ' i ~ n e  manigre évi- 
dente ( f igure  20). 

CONCLUSIONS DU DIXIEL'IE CHAPITRE : 
e r , ~ - ~ a ~ . - r : & 2 r z = ~ % - l - ~ I - = C ~ ~ ~ ~ = E ; = 1 = = =  

L '  appl icat ion des d ivers  fractionnements à l a  carac- 
t é r i s a t i o n  des glycoprotéines phytosolubles , nous f a i t  progres- 
ser  dans notre t r a v a i l  d ' i den t i f i ca t ion  de cel les-ci .  

Les r é s u l t a t s  de l ' e x t r a c t i o n  perchlorique nous perme< 
d ' é t a b l i r  que l a  plupart des composés phytosolubles se retrouvec!, 
d a s  1 ' e x t r a i t  perchlorique 0,2 N. L f u t i l i s a t i o n  du Rivanol 
conne agent de. .précipitat ion de cer ta ines  0(, e t  g lpopro-  
té ines  oriente l eu r  ident i f ica t ion .  

LI électrophorèse préparative en veine l iquide nous 
apporte une ca rac té r i sa t ion  d é f i n i t i v e  pour l a  préalbumine, l a  
glycoprot éine acide d , , 1 ' ant i t rypsine OC,, 1 'hémopexine e t  l a  

glycoprotéine /3 2.  

La f i l t r a t i o n  sur ge l  de dextrane nous fourni t  un 
fractionnenent en fonction du poids moléculaire nous permettant 
de proposer des hypothèses d ' iden t i f i ca t ion  pour l e  groupe des 
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Figure No 20 : Etude électrophorétique en gel d'amidon vertical 
-----O------ 

(tmpon tris-borate-EDTA, pH 8,9) 

Sérum humain 
Fraction soluble dans l'acide phytique 
Précipité obtenu par le sulfate d'ammonium 1,45 M & pH 6,5 
Précipité obtenu par le sulfate d'ammonium 1,45 M de pH 6,5 &pH 5.0 
Précipité obtenu par le sulfate dtammonium entre 1,8 1 et 2,4 M à pH 6,5 
Précipite obtenu par le sulfate d'ammonium entre 2,4 M et 3,2 M A pH 5,O. 
Préalbumine 
Glycoproteine acide a 

a 1 ,,X,, glycoprotéine 
a .2 - glycoprotéine acide 
SBromucoPde @ 

Inhibiteur de la trypsine inter ala2 

@ 2 gîycoprotéine 



post-albumines, Enfin l e  relargage par l e  s u l f a t e  d ' a~imonium 
nous conf irne los caract 6risati .ons ant6rieures e t  nous dome 
un nouveca faiscerru d'arguaents pour l ' é tude  des glycoprotéines 
mineures de 1 e x t r a i t  phytique. Nous pou-trons mainGenant f a i r e  
un b i l a n  général cles r e su l t a t s  de c e t t e  étude des const i tuants  
phy-tosolubles. 

- O N Z I E M E  C H A P I T R E  - 
=-=-=-=-=-L.-=-CIc---~-i=--J-=-EEEE - 

"" ...... - .... .- ............ ",.. ..... " ..... 
BILAN GCNEaAL DE L IDl3NTIFICATION DES CONSTITU.Q?TS DE 1 

Nous avons vu au cours des chapi t res  précédents que 
l ' i d e n t i f i c a t i o n  des glgcoprotéines e s t  f a c i l e  lorsque l ' o n  d is -  

pose d ' m e  r éac t ion  de carac-kérisation spécifique, ou lorsque 
l ' o n  possède un élécîen-t de référence (glycoprot;éiae pure ou 
i m m u n s & r u r n  nonosp6cifiqye). D a ~ s  l e s  au t res  cas, nnlheirei~sement 
les plus  noubrcux, nous devons f a i r e  appel aux proprié tés  physi-- 
cochiniques dc cas  glycoprot&ines, L ' iden t i f i ca t ion  e s t  a l o r s  

betrucoup plus  c o ~ p l e x e  , e t  l e s  conclusions sont rarenent déf ini-  
t i v e s .  

Ceci e s t  d'au-bant plus v r a i  que m i s  à par t  l e s  quelques 
composants majeurs, actuellcnent bien connus, l 'é tude des glyco- 

protéines q u m t i t  ativcnent mineures ne f a i t  que débuter. Pour 
l a  plupart  d ' en t re  e l l e s ,  on ne l e s  connait que depuis noins 
ae cinq ans e t  seu ls  quelques r a r e s  labora to i res  ont pu l e s  
isoles à 1' é t a t  relativement pur. Les données physicochimiques 
qui sont géniralertlent n&.ises sont p a f  o i s  bien f r ag i l e s .  

Certains de ces composants n ' ex i s t en t  dans l e  sérum 
qu ' à des taux extrêuenent f a i b l e s  (quelques dizaines  de m i l l i -  

gramnes par l i t r e )  e t  l eur  isolenent en quant i té  suff isante  



entruine des dif f i cu l t4a  ua t6 r i e l l e s ,  encore <aggravées par  l e  
f a i t  q u ' i l  fau* d i l u e r  l c  sSrun avant tou te  extraction. Enfin, 
iX ne f m t  p ~ s  oublier  que l a  nanipulation de plusieurs de di- 

zaines de l i t r e s  de pr6pccu?ztions, pendant plusieurs  semaines, ne 
peut se f a i r e  scins risque d ' y  q p o r t e r  quelques soui l lures  (par 
l e s  papiers f i l t r e s  e t  12 cellophane par exemple), Toute s a i l l u r e  
%dialysable se rctrouve conme const i tuant  nineur dans l a  poudre 
lyophilis6e. Ces consid6rations prennent tou tes  l eu r s  inpartances 
quand on connait l a  remarquable s e n s i b i l i t é  des techniques i m -  
nunochiniques, e t  nous i nc i t e  une certaine prudence dans 
l ' é tude  des glycoprotéines ne f igurant  qu 'à  l ' é t a t  de t r a c e s  dans 

l ' e x t r a i t  p h y t i q u ~ ,  Par contre,  pow l e s  glycoprotéines plus con- 
nues e t  prksentes dans l e  sérum à des concentrations relativenen-t 
élevées (plus de ' IO0 ng/l .)  l e s  carac tér i sa t ions  sont plus  a i sées3  

C'es t  a i n s i  quc l a  préalbunine (SCHULTZE 193-284) a é t é  
i s o l é e  par é lectrophorèse préparative en veine l iquide (dixième 
chapi t re ,  paragraphe III) e t  ccaractérisée par s a  grande mobil i té 
électrophorétique à pH 8,?, sa  fc?.ible terieur en hexoses combinus 
e t  sur tout  sa f o r t e  teneur en tryptoph~?~nne, El le  correspond 
indiscutablement à l ' a r c  No 'i dû la f i g u e  no II. 

La glgcapr-otéine ecide O( ( '~EIhQX 185, SMITH 186 e t  
'l 

SCEDi!ID 187) (TXC 3' 2 ) )  pondéralenent l e  cons t i tuca t  l e  plus  

inportant  d2 l ' e x t r a i t  phy-tique, e s t  i d e n t i f i é e  par sa  n o b i l i t é  
électrophorétique à pH 3,9 ,  sa co lo rab i l i t6  intense par l e  r é a c t i f  
de SCHIFP apr6s owjdation par 1 'acide périodique e t  s a  so l t ib i l i te  
d a ~ s  l e  Iiivanol 0,84 p. 100 à pH 8,O. Elle  a é t é  isolbe à 1' 6 t a t  
presque pur par relwgage au su l fa t e  d ' armoniun e t  chonatopi lphie  
sur carboxynethylcellulose (Dixiène chapi t re  : V. Ac). 



Lluititrypsine ( a r c  No 3) (BUNDY 188 e t  
............ " .................................... ". ................ "...... 

189-190) e s t  facilement indent i f iab le  par l e s  i m -  
munsérums, par  relargage au su l fa t e  d'ammonium e t  par sa  so- 
l u b i l i t  é dans l l aciue perchlorique 0,S N. 

Le groupe des 2ost-albumines apparait p lus  com- 
plexe. Sa ca rac té r i sa t ion  dé f in i t ive  ne peut ê t r e  obtenue que 
par électrophorèse en ge l  dl amidon. Nous bénéficions tou te fo i s  
pour l ' i d e n t i f i c a t i o n  de ces glycoprotéina,~ des caractères  de 

p réc ip i t a t ion  f o r t  d i f f é ren t s  par l e  sulf  axe dl ammonium de deux 
dq glycoprotéines ........" .. ...... mineure ......... ...... s (a rcs  No 4 e t  5) : l a  glycoprotéir: 

......... " ............................. ".- ........................... *. ".""..." ".. 

"aisément pr é c i p i t  able dans l e  su l f  a';e d ammonium (SCHULTZ-&: 
................ 1 ............................... " ......................... W..... 

191) e t  l a  glycoprotéine O(,,,lXn soluble d a ~ s  l e  s u l f a t e  d'am- 
............................................ " ................................. 

monium 2 M. (SCHULTZE 192) e t  caractér isée  p r  son poids molé- 
culaire  relativement important (S2& = 5). 

La confrontation des r é s u l t a t s  obtenus par r e l a r -  
gage au su l fa t e  d ammonium e t  par chromatogra?hie de f i l t r a t i o n  
sur Sephadex G, 200 nous conduisent à i den t i f i e r  l a  troisième 

alpkia glycoprotéine (a rc  XP,) 6) caractérisée en immuno- 
électrophorèss à une glycoprot éine de mobil i té intermédiaire à 
c e l l e s  de efi e t  6( globulines, de constante de sédimentatio:; 

assez importante (SZm = 6,4) e t  déc r i t e  sous l e  nom d'inhibite?-; .. .....% . 

de  trypsine in te r  6<1 -a( (HEIDE 193). Sa posit ion dans l e  
.. ............ " """'"'"""'.""". "'"".'."." 

diagranme d e~ectrophorese en ge l  d'amidon (Zone ) confirms 
ce t t e  in te rpré ta t ion .  

Z'arc No 7 de l a  f igure  No 11 corresp~nd à l a  

glyccprot ..* ................. ..-. w ............ w .......................... éine a( l,HSu (SCHULTZE 194) caractér isée  <ans l e s  
frac5ions préc ip i tées  par l e  s u l f a t e  dlammonium 1 ,6  M. pH 6,5 
e t  pw son moids moléculaire vois in  de 50 000. (Dixième chapi t rs  ; 

V - E. a).  Sur électrophorèse en g e l  d ' amidon on l a  retrouve b i sn  
à -1 ' ~ x t r e m i t é  cathodique de l a  zone post-albumine. Par immuno- 
6lectrophorèse d lnn  e x t r a i t  pbytique du sérum sanguin il e s t  
C f f i c i l e  de l a  d i f fé renc ier  de l a  glycoprotéine acide & 2. 



( t a o  N" 8 )  (SCHUIiI'ZE iyf j ) .  011 p e ~ z t  euut-r-?fni.sr curactériser ce l-te 

dernière dans l e s  f rac t ions  obtenues par relargage au su l fa te  
d'ammonium à des conceukrations supérieures à 2&., e t  s a  préci- 
p i t a t i o n  dans l e  Rivmol 0,84 p. 100 pH 8,0(Dixième chapitre 

II, V - A c e t  V. D) . En électrophorèse sur ge l  d1  amidon on l a  
retrouve bien dans l a  zone p globulinique . 

Le ...-........... - séromucoide .............. "." ,,,,-. ." .............................. -... (3 ( a rc  No 9) (BISERTE 196-197, 

SCHUL'PZE '198) (GRABAR 199) e s t  m i s  en évidence par s a  proprié- 
t é  de f i x e r  l e  cytochrome c (Neuvième chapitre . On l e  retrouve 
par électrophorèse préparative en veine l iquide ( dixième chapitre -- 
V. B) e t  dans l e s  f rac t ions  sol-ubles dans l e  Rivanol 0,84 p. 'iOC 

pH 8 , O  (dixième chapitre : I I ) .  En électrophorèse sur g e l  drami- 
don e l l e  occupe l a  zone l1 p ". 

La glycoprotéine (j (a rc  No I O  (SCHüLTZE 200) e s t  
............. ....................... ........... ,.,." " ............... "........... 

bien i d e n t i f i é e  par saturat ion d 'un immunsérum (sixième chapitre 
V : B).  O n  l a  retrouve dans toutes  l e s  f rac t ions  de relargage 
par l e  s u l f a t e  d'ammonium ' l ,8 M e t  dans l a  zone l1 o( l en ten  de 
l lé lectrophorèse sur g e l  d'amidon. &&ce à son f a i b l e  poids 
moléculaire on l a  met en évidence dans l e s  dernières f r ac t ions  

d'une chromatographie de f i l t r a t i o n  sur ge l  de dextrane (dixième 
chapitre : I V ) .  

Les globulines .... I lAu  (a rc  Na II) (HEREbAN 201) .......................... " .........- ........-.... ........... " .......... " 
sont i d e n t i f i é e s  par un immunsérum monospécifique, e t  par sa- 
tu ra t ion  d'un immunsérum (dixième chapitre : V. B).  On l a  retrouv.2 

dans l e s  f r ac t ions  préc ip i tées .par  une conçentration en su l fa t e  

dlammonium infér ieure  à 2,O M. Grace à son poids moléculaire élev+ 
on l a  loca l i se  dans les. premières f r ac t ions  d'une chromatogra- 
phie par f i l t r a t i o n  sur ge l  de dextrane (dixième chapi t re  : IV) 

Enfin, nous avons prouvé que sa  s o l u b i l i t é  dans l e  Rivanol 0,84 F ,  
100 pH 8 , O  n ' e s t  que r e l a t i v e ,  une proportion non négligeable 
se  retrouve dans l e  p réc ip i t é  (dixième chapitre : I I I ) .  



Nous avons enf in  é t a b l i  (sept ièae chapi t re)  que 
les globulines 1/ devaient &tre  considérées comme p a r t i e l -  

lement phy-tosoluble s. 

Cette i n t e r p r é t a t i o n  essentiellement; fondée sur 
les caract6r is t iques  fondamentales des glycoprotéines du sérum 
humain actuellenent d é c r i t e s  ne s u f f i t  pas tou te fo i s  à expliquer 
l a  t o t a l i t é  des r e s u l t a t s  expérimentaux obtenus dans 1 ' étude 
des glycoprotéines phytosolubles. L1 électrophorèse en ge l  d'ami- 
don carzc tér i se  en e f f e t  un composant mineur, plus  rapide que 
l a  glycoprot éine c%,, "xi sément précipi table" ,  que nous obtenons 
par l e s  mênes conditions de relargage par l e  s u l f a t e  df  arilmonium* 
D e u x  pré-albumines sont  v i s i b l e s  sur l e  diagramme d ' électropho- 
r è s e  sur g e l  d ' a g a  r é a l i s é  sur l ' e x t r a i t  phytique t o t a l  du 

serurn obtenu en milieu desionisé ( f igure  IO). Ces r é s u l t a t s  

posent l e  problème de 1 'existence dl au t res  glycoprotéines m i -  
neures actuellement non i so lées  e t  présentes dans ce groupe 
des glycoprotéines phytosolubles. 

- D O U Z I E M E  C H A P I T R E  .. 
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L'isolement e t  l a  préparation des glycoprotéines 
du sérum sanguin prése~tent un c e r t a i n  nombre de d i f f i c u l t é s .  Lz 
d6f Ecation perchlorique, qui e s t  actuellement l a  méthode l a  plus  
répandue, n ' e s t  absolument pas sélect ive.  E h  e f f e t ,  il n ' ex i s t e  
pas de zone bien tranchée en t re  l e s  protéines per&lorosolubles 
e t  c e l l e s  qui  préc ip i ten t  par ce r é a c t i f .  Comme l e  montre 
SCHüLTZE (202) pour une concentration de 0,2 N en acide perchlo- 

r ique ,  I cer ta ines  glycoprotéines sont p a r t i e l -  

lement solubles ,  a l o r s  que pour 0,6 N, seule l a  glycoprotéine 



acide 0<,, s e  retrouve.  en t o t a l i t é  dans l e  surnageant. Assez 
souvent irne f a i b l e  quant i té  de sérumalbumine échappe à l a  déf 6- 
ca t ion  perchlorique (DE VAUX SAINT CYR 203-204). Enfin ce réac- 

tif donne l i e u  à des dénaturations e t  l ' o n  peut s e  demander par-. 
f o i s  s i  l a  perchlorosolubi l i té  correspond à l 'absence de combi- 
naison avec l ' a c i d e  perchlorique ou bien à une rés i s tance  à l a  
dénaturation. 

L1 acide phy-tique au cont ra i re  r éag i t  essentiellemen:: 

par combinaison ionique avec l e s  protéines.  C'est  un acide assez 
f a i b l e ,  e t  l e s  réac t ions  sont t o t a l e s  pour des f a i b l e s  normalité- 
de c e t  acide (0,O' l  N).  Les préparations obtenues ne subissent q-cic 

t r è s  peu de dénaturation e t  il e s t  meme possible d 'effectuer  
les rnailipill a t ions  à l a  température du laboratoire.  L1excès 
d' acide phy-tique dialyse assez facilement au t r ave r s  d lune mem- 
brane de cellophane e t  se  t m v e  éliminé avec l e s  s e l s  minéraux. 

De p lus ,  dans l e s  conditions optimales l e  pH e t  de 

force ionique, l a  s o l u b i l i t é  dans l1 acide phytique semble ê t r e  

une proprié té  de ce r t a ines  glycoprotéines a lo r s  que d 'au t res  
comme l'haptoglobirie , l a  t r ans fe r r ine  e t  l a  céruléoplasmins son* 
toujours précipi tées .  Enfin, nous retrouvons dans l e s  e x t r a i t s  
phytiques ce r t a ines  glycoprotéines perchlorosolubles mais pré- 

c ip i t ées  par 1 ' acide t r ichloracét ique.  

La phytosolubi l i té  e s t  indépendante des caractères 
de préc ip i ta t ion  par l e  Rivanol e t  par l e  su l fa t e  d'ammonium, 
a i n s i  que de l a  mobil i té électrophorétique e t  du volurne molécu- 
l a i r e ,  On peut donc envisager l a  défécation phytique comme stade 
intermédiaire dans 1 isolement de ces  glycoprotéines. 



- B o n c l u s i o n s  g é n é r a l e s  - 
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Dans l e s  premiers chapi t res  nous avons passé en revue 
l e s  proprié tés  physico-chimiques de 1' acide phytique, ce 
qui nous a  permis- une dé f in i t ion  de 116quivalent gramme de 
celui-ci .  Nous avons ensuite envisagé l e  mode de réac t ion  de 
l ' ac ide  phytique avec l e s  protéines ,  ce qui nous a  mené à' 
déf in i r  "'indice de combinaison phytique" d'une protéine,  
La mesure de c e t  indice sur des p réc ip i t é s  obtenus dans des  
conditions var iables  nous a  précisé  1 ' influence de ce r t a ins  
facteurs  sur l a  préc ip i ta t ion  phytique de diverses protéines.  

Par préc ip i ta t ion  phytique des f rac t ions  de pro- 
t é ines  sériques séparées par électrophorèse préparative en fi lm 
l iquide,  nous avons prouvé 1 'hétérogénéi-tié des composants phyto- 
solubles,  qui se r épa r t i s sen t  assez régulièremont sur tou t  
l e  t r acé  du protéinogramme . 

Dans l a  s u i t e  du t r a v a i l  nous nous sommes at tachés  
à 1 étude qua l i t a t ive  e t  quant i ta t ive des consti tuants phyto-' 
solubles,  ce qui nous a  permis de l e s  ra t tacher  au groupe des 

glycoprotéines. 

Par une étude électrophor étique de divers  e x t r a i t s  
phytiques obtenus dans des conditions var iables  nous avons m i s  en 
évidence l ' in f luence  du pH e t  de l a  force ionique sur l a  phyto- 
so lub i l i t é  de cer ta ines  protéines e t  en pa r t i cu l i e r  c e l l e  des 
globulines du système -4' . Les r é s u l t a t s  de ces expériences 
nous ont permis de dé f in i r  l e s  conditions optimales pour l a  
préparation de l ' e x t r a i t  phytique du sérum sanguin e t  aussi  
de préciser  l e s  causes d 'e r reurs  éventuelles. 



Par 1 étude immunochimique noug avons pu caracté 
r i s e r  une douzaine de glycoprotéines dans un e x t r a i t  phytique 
t o t a l  du sérum. L1application des quelques r a r e s  réact ions  spé- 
c i f iques  actuellement disponibles nous a permis d i d e n t i f i e r  l a  

glycoprotéine acide 0(? e t  l e  séromucoïde , . 
Pour l e s  autres  const i tuants  nous Evans appliquE 

d i f fé ren tes  techniques de fractionnement, de relargagc e t  de 
p réc ip i t a t ion  af in  d i d e n t i f i e r  l e s  divers composants par com- 
paraison de leurs  carac tères  physico-chimiques avec ceux actuel- 
lement admis pour l e s  glycoprotéines connues. Le b i l a n  de c e t t e  
iden t i f i ca t ion  a é t é  effectué au cours du onzième chapitre. Nous 
y résumons l e s  arguments qui nous permettent de proposer une 
l i s t e  des glycoprotéines phytosolubles : 

- La préalbumine 

- l a  glycoprotéine acide M., 
- L1anti trgpsine 4, 
- La glycoprotéine d; "aisément précipi table  ", 
- $a glycoprotéine dqllXtl 
- L'inhibiteur de trypsine i n t e r  dl- q 2  - La glycoprotéine o( ,,H&,Ij 

- La glycoprotéine acide 4 
- Le géromucoide @ 
- La glycoprotéine (3 
- l e s  globulines 
- l e s  globulines $ 

Nous devons également envisager 1 lèxistenee d'une autre  pré- 

albumiqe e t  d'une dl glycoprotéine non encore dée r i t e s ,  Enfin, 
l a  défécation par l ' a c i d e  phytique représente une excellente 
technique de préparation pour certaine8 glycoprotéines du sérum 
e t  surtout permet d l é ~ i m i n e r  &lune préparation l a  t o t a l i t é  des 
holopro>éines. 
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