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Les premiers r6sultats concernant la filtration des protides sur gel de dextrane 
(Sephadex)lf a nous ont incites a etudier le comportement a cet egard des toxines cle 
scorpions (scorpamines) dont nous poursuivions l’isolement% *. Ces substances,, 
solubles dans l’eau, ont ‘et6 caract&isees comme des proteines basiques d’un poids 
moleculaire de 12,000 environ6. L’application de cette nouvelle methode de tamisage 
moleculaire Btait susceptible de fournir, sur le plan analytique, des renseignements 
compJ6mentaires sur la nature des toxines. Elle pouvait 6galement permettre, d’un 
point de vue preparatif, d’inclure cette &tape dans lc processus de purification. 
Nous dkrivons, dans ce memoire, la mise au point d’une rnethode de r&ention rever- 
sible appliqu&e aux toxines de scorpions et aux proteines basiques de faible poids 
mokulaire (ribonuclease, lysozyme) et nous discutons la contribution apportee par 
nos observations a la theorie de la filtration sur gel de dextrane. 

Les toxines de deux especes de scorpions nord-africains (Artdroctoszus austrah L. et 
Buths occitaazts Am.) se prbsentaient sous deux formes: extraits obtenus ,par la 
m&hode de purification recemment propose&; venins emis par l’animal par excitation 
manuelle ou blectrique a~7 et desskhes sous vide: L’hemoglobine a et& p&par&e selon 
DERRIEN et ~~2.8. Les autres proteines ont et6 obtenues commercialement : ribonucl@ase 
(3 fois cristallisee) et lysozyme (2 fois cristallise) (Worthington Biochemical Corpora- 
tion) , insuline amorphe (Lilly). 

&es ,produits chimiques etaient de la meilleure qualit analytique (Merck, 
purissime ou Prolabo R-P.). Les gels de dextrane (Sephadex G-SO et Sephadex G-zgj 
provenaient: de Pharmacia (Uppsala). Toutes les solutions ont 6tt5 reali&es avec de 
l’eau dksionisee puis bidistillke dans un appareil entierement en verre Pyrex. 
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MtiTHODES 

(I) M&kodes g&&ales 
I Les filtrations sur Sephadex ont Bte conduites suivant les indications 
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: ‘; 

de GELOTTE~: 

Dans une colonne en verre Pyrex de 30 x 4 cm, le lit de Sephadex avait’une’hauteur 
de 4 B 23 cm. Certaines opkrations ont kt& r&alisees avec’un’gel hquilibre centre une 
solution saline ou l’eau pure, l’&lution &ant conduite avec le solvant utilise pour 
l’equilibration*. Pour d’autres; on, ,a .~proced&.,& une Ablution,. .aqueuse smvie.. ..d’urie 
Ablution saline avec ou sans dispositif de gradient ; les solutions salines meres 6taient : 

ac&ate d’ammoxiium (AcNH,) 0.5 a 2.6 AJ; NaCl I 8~ IO %. Debit de.60 a 360 ml/h 
pour une ‘pression hydrostatique de 70 cm” * . Fractions de 2.‘~ a 28 ml; Les valeurs de 
la rksistivite ont tW determinkes avec un pont de Kohlraush (LKB producteur, 
Stockholm). Le dosage des proteines a et&. &alis& par mesure de la D.O. &280 mp. Les 
chlorures ont 6th detect& au nitrate d’argent et titres par la 
Volhard. Les determinations de pH ont et6 faites avec un 

&ant) d’une prkision de &- 0.01 unit6 pH. 

(2) &tzcde, de la m&ode de rbtention rhersible 

methode de Charpentier- 
pH metre (Carpeni-Con- 

(a) Mode opkatoire : on appliqu,e, au sommet’de la colonne, contenant un lit de 
Sephadex G-25 de 23 cm de hauteur, abondamment lav6 a l’eau, une solution aqueuse 
de proteine dessalee par dialyse ou lyophilisation (cas de AcNH,). On blue dans un 
premier temps par 1.111 grand volume d’eau (2 A 5 fois le volume de la colonne), puis on 
installe un dispositif de gradient selon .GR~~GOIRE et aL.10 en utilisant un recipient 
m’elangeur de I 1. ‘*’ 

(b) Determination des vqlumes caracteristiques vv, et 17~ (V, est le volume extb 
rieur aux grains du gel, vg le volume interieur d’imbibition des grains) * * * : deux metho- 
des totalement independantes ont &I% utilisees et leurs r&ultats compar$s. La pre- 
miere methode (m&hode des pesees) permet d’obtenir directement la valeur absolue 
de Vt par le calcul et de conna4tre indirectement V,. On a: 

v, = fi x w, 

oh $ est le poids set de Sephadex et W,- la valeur indiquee pour le “water regain” 
(dans le cas particulier : .70 x 2.5 = 175 ml). Pour avoir V,, on p&se la colonne vide et 
la colonne contenant le lit de Sephadex humide. Si l’on d&igne par Dkdifference des 
pesees, on a: 

1) 
d’oh l’on tire: 

=$+-I-f+~t’ ,' 3 

Vo = D - w I- VC) 

(dans.le cas; particulier, V0 = ,364 - (70 i- 175) = 119 ml) e 

1 
* Ces.&pbiences, r6alikes dans ,un &lvant homo&?n& skront: appcl6esl ‘dans la sui$ ,du tcxee,’ 

titration en milieu aqueux,ou filtration en mili&salin, ,s&an$ lc cas. : 
: ?.* Un debit: ralcnti par,un grand nombrc,dlop&ratiqns succ+siy&;:pa?.sui& ‘dti’tasskment de la 

colonne,. peut Btre ramen ,B sa valeur. origihellc par un sikple lavage ,cJ? la dolonnkde’bak ‘ei~y~tit. 
*.?” Dans tous~les calculs, bitdessous, on admet que la densib$ db l’eau, est &galle 8. E . , : 
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Contrairement a la prkedente, la deuxieme methode (methode des filtrations 
tests) donne directement V, et indirectement une valeur relative de ‘VI. V, represente 
le volume qui s’ecoule avant l’apparition dans l’effluent d’une substance qe poids mole- 
culaire .suffisamment 6leve pour que l’acces des grains lui soit interdit . Avec une sus- 
pension.aqueuse d’encre de Chine (3 gouttes dans 5 ml d’eau) deposee sur une colonne 
lavee B l’eau et elude avec le m&me, solvant, on trouve pour V0 une .valeur de ,115 ml. 
Par centre, avec une solution d’hemoglobine (25 mg dans 5 ml d’eau) deposee sur une 
colonne equilibree avec une solution de NaCl a I O/O ou un tampon phosphate-cyanure 
(tampon 3 de ALLEN et aZ.ll), puis ‘.?luee avec les rn&mes solutions, on trouve dans les 
deux. cas 130 ml, chiffre leg&rement superieur au precedent. Le leger decalage exis- 
tant entre les valeurs donnees par l’encre de Chine et l’h6moglobine peut $tre attribue 
aux forces d’adsorption que su,bit cette derniere mokule de la part du gel*. Pour 
conna’ltre Vt, on mesure le volume qui s’ecoule avant l’apparition dans l’effluent d’une 
substance de structure telle qu’on puisse admettre qu’elle penetre librement ‘dans le 
gel et qu’elle n’y subit aucune action parasite. On obtient ainsi, en principe, V, + Vg. 
On deduit VC de la relation: 

‘vi = (Kl + vt> - T/‘o. 

Cependant, en utilisant NaCl comme substance test, on trouve: 

I. Vt = 255 - 115 = 140 ml. 

Ce chiffre est nettement plus faible que celui obtenu par la methode des pesees 
(175 ml). Cela tient B ce que l’on n’obtient pas, par la derniere methode la valeur ab- 
solue de VC, mais plutot KD I/t, avec: 

oh V, represente le volume d’elution. En fait, on a montr9 que les substances qui 
diffusent librement dans le gel ont un KD de 0.8, un cinquieme de l’eau d’imbibition 
se comportant comme de l’eau lice. Cela semble Btre le cas du chlorure de sodium 
puisque l’on a effectivement 140: 175. = 0.8. 

(c) &tude du,gradient : les premieres experiences sur Sephadex ont montre que les 
toxines’de ‘scorpions, fix&es sur le gel en milieu aqueux, etaient facilement Blu&es par 
des solutions salines de faible force ionique (ACNE& 0.05 IM). La Fig. Ia represente le 
fractionnement des proteines (courbe A) et l’kolution de la conductivite* * exprimee en 

I .’ 

* Avec le lysoeymc, dans lcs mQmes conditions, on obticnt pour V0 la mGme valeur que pour 
l’h$Foglobine ; dans ce’cas, c’e+ l’echangc d’ipns qui doit joucr un r&e retardateur (~1. ,prscuss~o~) . . . . 

On note sur la courbe 13, une diminution de la conductivitt5 au moment de 1’6lution des pro- 
t&nes et tant que la concentration saline rest? t&s faible. .FLODIN rel&ve le .phBnom&ne dans 
d’&itiek circ’onst&ncesl” et’l’tittribue’ iL un effet ,Domiati’dw mbme type que celui que r&lise la , 
dialyse avec -l+,quelle le passage” sur Sephadex. prdsente beaucoup d’analogies. L’effet Donna& L 
d+s’le ‘&E&I Pd,e:pk&5ines basiques’ se comport&t cdmme ,des ions P”, se traduit par, l’exclukion 
partiiellk d%s catidrk~~difftisibles -de’ lj; -$olution. ‘No& avbns ‘observk, @our ‘notre ‘part; un autre 
phdnpm&ne pouv&& @articipeI’ B la baisse ‘de la condudtivitd ‘et consistant dans le ’ ‘masquagk”’ des 

. 
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Fig. 2. Comparaison des concentrations salines 
dans l’efflluent pour dcs syst&mes “avec” et 
“sans” gradient. En trait plein : courbc A (sv- 
stbmc avcc gradient : solution m&e IO fdis 
plus concentrde que cellc que l’on a utilisee 
clans le syst&me sans gradient : AcNI-I,~ 0.3 fk/ 
au lieu de AcNI-I, 0.03 M). En trait interrom- 
pu: courbe I3 (systeme sans gradient) iden- 
tiquc h la courbe B, de la Fig. ~a. MOmc co- 

Fig. 3. Filtration dans un syst&me avec sadient 
d’un extrait de scorpamines t&s impur. Mbme 
colonne que dans Fig. I ; mQme extrait que celui 
utilise dans l’cxp&ience de la Fig. ra (courbe A) ; 
m&me gradient que celui repr&ente par la courbe 
A de la Fig. 2. Les protdines sont repr&entdes par 
la courbe en trait plein. La fraction toxique 
s’otend sur toute la longueur de la fleche cn trait 

interrompu. 
lonne que prec6demment. 

des proteines de propriMs tres diff&rentes. Avec des extraits tres purifies (extraits 
aqueux de venins “manuels”), le fractionnement des proteines avec le gradient de se1 
est pratiquement imperceptible (Fig. 4) et le maintien d’un gradient doux risque 
d’abaisser le rendement (par suite de tram&es sur la colonne) ou tout au moins, de 
realiser une t&s grande dilution du produit. C’est pourquoi, on a, dans ce cas, utilise de 
pr&f&ence un gradient rapide (AcNH, 2.6 &!). 

Fig. 4 
filtr&z 
Btabli 

efFlu&nr (ml) 
.* Filtration d’un extrait toxique t&s pur. MQme colonne que pr&Gdemment. La solution 
sur la colonne est une solution aqueuse de 30 mg de venin “manuel”. Le gradient a &x5 
a partir d’une solution de AcNB,, 2.6 M. M&mes conventions d’6criture que dans la Figig; 3. 

/ ‘. 

~ RKSULTATS 
,:, 

(Les rbsultats expos6s ci-dessous ont tous &t& realis& avec la colonne d&rite en t&e du 
paragraphe con&r~ a la methode de retention reversible.) 
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,( I) Com;bortement de.9 scoqbamines 

i Dans son aspect qualitatif, le ph&nom&ne;a &il, $lkrSt :au ~Iina~&me NE&IBUO~~.. L”qtt 
” quantitatif comporte l’etude de la capadt% Ides (ooilonnes.. !&.uns Uce “IEI&~~ II,, corm a 

H~UI! JbU.S 

But Jcus 

RUl JM4.S 

lyophilisat provenant ,d’un ;fractionnement p~+zuratiff SIIIF 

Amberlitc 

m&me type dc mat&k1 

meme type de mat&iel 

extrait aqueux de venin .obtenu pan fla rm&Hhcwike ~dl’:e~~% 

tation Blectriquc 

m&me cxtrait 

lyophilisat des fractions .aqueuses ~obten~ws x!kuns ks ccbnux 

optSrations prk6dentes 

extrait aqueux de venin obtenu iparIa nx&t&~ocile ~I”~eacji- 

tation Blectrique 

extrait aqueux de venin ,nhtenu pan ila nxGtio&e cdl’kwzii- 

tation manuelle 

m&me extrait 

lmmm cm 

(0, 

it 

+t 

s 

+I- 

* Dose Ibthale 50 p. loo pour la souris blanche (de 20 :.g~a%Ali5e S&XI IB. BS~ IET Cc ~ICMWB~ 
Arclt. Ex$tl. Padhot. Pharnankot., 177 (1935) ,379. 

indique, pour quelques experiences, G%istence 1011 non CUUEI bElbonu&em~~ a&u ~UIWUIJ~~ 
fixateur du gel.; les exp6riences 8 ,et ,g, ri5a!lk~es ;avec &s ~qunantiitk &BZQXYM~ a&z IIZB 
m&me solution, sont particulierement significatives. Le rr;en~cikimen& uzin itw&n~ G&a& CSU 
compris entre 80 et I00 o/0. 

(2) Cas de quelpes @rotdines de $oids moZ%czcZai%e ~&z%Ze 

Le Tableau II resume les expkiences lies plus carac&tistiq~es.. 

(3) Filtration d’une solution de chzlorure :de .aod&n idam a’=. 

La colonne avait et% prealablement traitee A P’adde :ao&tCqne N et ?lav& aJkwo01-t 
a l’eau. La Fig. 5 montre, ‘en fonction Idu vo%urne &‘e%i~ent,, Il’%Jhnti~mn U&S ~W~~mmmes 
(courbe A) et l’evolution du pW i(courbe ES,).. On v&t se &ke@p~,, US% lk &%untt &m 
fractionnement, une zone acide &zuee ilfg&ement on ;avzwnt u&n @k &e Nail_ D&s lks 
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premieres fractions, d’autre part, on trouve des traces de chlorures non dosables mais 
se revelant 2~ AgNO,. La fraction la plus acide accuse un pH de 2.69 correspondant a 

P une quantite totale de 5 ,U Bquiv. de HCl, soit 0.05 ml de HC1o.x N. Par centre, apr&s 
l’elution des chlorures, la courbe du pW tend vers des valeurs superieures B 7. 

2- 

160 210 260 310 360 410 
rffl_uant (ml) 

Fig. 5. Filtration du chlorure de sodium dans l’eau pure. Mdme colonne que dans Fig. I ayant subi 
un pr6tyaitcment par CH,CO,H I N. La solution filtrt5e est constitut5e par 5 ml de solution aqueuse 
de NaCl A IO %. En trait plein la courbe reprkentant 1’8lution des ions chlorures (courbe Cl-). 
En trait interrompu la courbe dea pH (courbe pH). L’Bchelle des pH a &A dispoade par ordre 

dkroissant. Le pH de l’eau bidistillde utilist5e dans l’exp&ience &ait 5.25. 

(4) Cas de l’hkmogJobine 

L’h$moglobine qui n’entre pas dans le groupe des proteines basiques etudie precedem- 
ment, a &I% utilisee comme substance test pour la mesure de V, par la,methode de 
filtration. Cette opkration a et& faite en solution saline. En effet, dans l’eau, l’hemoglo- 
bine reste tota!ement fix&e sur la colonne (la capacite de la colonne, dans ce cas, est 
beaucoup plus grande que prkedemment: de l’ordre de I g). L’application d’un 
gradient de se1 conduit alors a l’elution de 2 fractions representant go y0 de la.totalit& 
Si la colonne a &tG traitee prealablement avec NaOH I N, on constate qu’une fraction 
importante (3o o/o) s’elue avec l’eau. Dans les deux cas, environ IO o/o de l’extrait res- 
tent fixes au sommet de la colonne. Cette fraction presente, par ailleurs, les caracteres 
de la, m&hCmo&obine. 

DISCUSSION 

ei (I) De’moFstration du fh%ok?ne d~kchange d’ions 
‘. / 

La retention sur Sephadex des toxines de scorpions en milieu aqueux n’entre pas dans 
le cadre d’un tamisage mol&xr!aire puisque l’on peut laver la colonne avec des volumes 

J. Chromatog., 7 (1962) 142-154 
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d’eau aussi importants que 5(T/, + V,) sans parvenir B deceler la moindre toxicit& 
dans l’eluat. D’ailleurs, le Sephadex G-25 &ant donne pour exclure les molecules de 
P.M. 4000 et les resultats de l’ultracentrifugation s’accordant pour conferer aux 
toxines un P.M. de 12,000, il y avait une impossibilite theorique a concevoir une 
pen&ration quelconque dans les grains du gel. Le comportement des scorpamines en 
milieu salin le confirme puisqu’elles sortent, dans ces conditions, dans le volume V,. 
11 en est de m&me pour le lysozyme (P.M.: 15,000, pH1 = II) qui subit dans l’eau une 
retention plus energique que celle des toxines et sort, en milieu salin (experience 7 du 
Tableau II) pratiquement dans le volume V,. 

Quant au mecanisme de la retention, deux types de donnees paraissent signifi- 
catives: (a) Qualitatives : les toxines de scorpions sont des proteines a pHi basique; il 
en est de m&me de l’cc-chymotrypsinogene qui est retenu dans les m&mes circonstan- 
ces14 ; nous avons utilise d’autres proteines de la m&me famille; ribonuclease, lysozyme, 
avec un resultat identique. Par centre, les proteines a pHi neutre ou acide (insuline, 
ribonucl&ase A pHi modifie par oxydation performique) sortent principalement dans 
l’eau (Tableau II). (b) Q uantitatives : elles concernent l’importance du pouvoir de 

retention de la colonne. Le Tableau I, consacr& aux scorpamines, indique qu’il y a 
debordement de la colonne autour de 4000 DL,, -soit 12 mg ou IO ,u equiv. - pour la 
toxine de Buthzts et autour de 6000 DL,, - soit 6 mg ou 5 ,u gquiv. :- pour la toxine 
d’Androctonus*. Le Tableau II montre que l’affinitg du Sephadex croit avec le pHi des 

proteines: c’est ainsi que la ribonuclease (P.M. = 14,000, pHi = g.$, qui a un com- 
portement electrophoretique tres voisin de celui des toxines, est fixee par le gel dans les 
m&m& proportions que celles-ci. Le lysozyme, de pH: nettement plus Bleve (x1.0), est 
beaucoup plus retenu. Correlativement, la sortie des proteines dans le gradient de’ se1 
doit se faire par ordre de pHi croissant: c’est ainsi que le lysozyme sort avec un legei 
retard sur la ribonuclease. Quoi qu’il en soit, les valeurs de la capacite de la colonne 
vis-a-vis des proteines basiques restent faibles et constituent une pr&somption 
supplhmentaire en faveur d’un mecanisme d’khange d’ions, si l’on tient compte des 
observations de GELOTTE~ sur la filtration des petites molecules. 

La preuve’de l’khange d’ions est apportbe par la filtration d’une solution de 
NaCl a IO y0 sur une colonne trait&e par CH,C02H I N; operation destinee a r&g&&x+ 
les fonctions’carboxyliques pouvant se trouver A l’etat de sels. On peut constater sur 
la Fig. 5 que tous les elements du raisonnement suivant sont v&if&: NaCl doit sortir 
de la colonne avec un volume d’effluent de V, + 0.8 ‘VC soit 255 ml. WC1 doit se former 
en petite quantitb, compte tenu de la faible concentration des groupements ionises ‘sur 
le Sephadex (IO ,u equiv./g de gel set d’apr&s GELOTTP) . Cependant, il doit prendre 
naissance tout au long de la colomie; au fur et & mesure que progresse le front dk 
NaCl. Sa migration doit obhir en partie B la r&gle de la “sorption negative” ktablie par 
GELOTTE~ pour les acides B 1’6tat de traces en milieu aqueux pur (Ko = 0.2). Les. 
premieres mokules de HCl form&es doiyent apparaitre & partir du volume V, + 0.2 F’s 
soit 150 ml, se signalant par un abaissement du pH et des r&actions faibles avec z 
- - 

* I DL,, correspond 21 3 pug de toxine pour B. occitunus et A I ,ug pour A. uustralis. 

J. C?WOWUbiO&, 7 (x962) 142-154. 



PROPRI&& BcHANGEUSES D'IONSDU GELDE DEXTRANE x5= 

AgNOa. Le sommet de la courbe du pH’ doit se trouver pratiquement dans la zone 
du chlorure de sodium oh la migration de HCl est perturbee. Dans ce’,te zone, WC1 se 
forme continuellement. Mais, du fait de la.tendance B son exclusion du gel par repul- 
sion electrostatique, la valeur minimum du pH doit preceder l~g&rement le maximum 
de la valeur obtenue pour les chlornres. Enfin, apres le passage de NaCl, il reste quel- 
ques ions Na + fix6s sur la colonne. Ceux-ci vont amener un relevement sensible du 
pH, en particulier par neutralisation du CO2 de l’eau et apparition dans l’effluent de 
bicarbonates a dissociation alcaline. 

Le phenomene d’echange se presente naturellement sous une forme plus com- 
plexe loriqu’il met en jeu des protkines. C’est ainsi,que les experiences comportant un 
pre-traitement du gel font apparaitre un aspect particulier du mecanisme. Le Tableau 
II montre qu’une colonne lav6e a la soude est plus active qu’une colonne lavee a l’acide. 
Les proteines basiques utilis&es ont tW isolees en presence d’electrolytes, a un pH 
voisin de la neutralite. Elles se trouvent sous forme de sels avec une forte concentration 
d’anions neutral&ants, puisqu’elles fonctionnent alors essentiellement comme cations. 
Une des modalit& de l’khange pourrait done consister dans la capture d’un anion de 
la proteine par un cation en equilibre avec un carboxyle du Sephadex. 11 se formerait 
ainsi, & partir de ces ions de petit diam&re (done, t&s actifs), une molecule de se1 
diffusible entrain&e par le flux. Correlativement, la prot6ine base s’accroche sur le 
carboxyle libre, ce qui n’exclut pas que d’autres liaisons p&sent s’etablir, par la suite, 
entre les deux macromolkules’ l . 

(2) i?&mge d'ions et loi d’nction des masses 

L’echange d’ions r&alise par le Sephadex ne se manifeste pratiquement que dans l’eau 
pure, c’est-a-dire dans un milieu peu charge en ions. Dans ces conditions, les carbo- 
xyles du gel, bien qu’en faible concentration, peuvent jouer un r61e dhterminant vis-h- 
vis des substances a s&parer, si celles-ci se trouvent elles-memes dans des concentra- 
tions du m&me ordre. Nous avons observe des ph&nom&nes analogues avec les carboxy- 
les des papiers de, chromatographie ls’ lo. L’echange d’ions est par escellence, un meca- 
nisme r6gi par la loi d’action des masses dont nous verifions ici plusieurs applications: 

(a) Le deplacement joue en faveur des groupements khangeurs fises (carboxyles), 
m&me lorsqu’ils sont plus faibles que les groupements ionises du solvant (chlorures par 
exemplc). En effet, les combinaisons qui se forment Q la surface du gel sont immkdiate- 

* La valeur du pH au sommet de la courbe: a.69 exclut definitivement toute possibilite de 
pouvoir cxpliqucr le phenomene de la baisse du pl3 par un “relar~age” dans l’effluent, sous l’action 
de NaCI, de reliquats de l’acide acetique avec lcquel on avait trait& prealablement la colonne. 
Cell+ci avait 6te 1avCc avec 1 1 d’eau (KD de CH,CO,H selon GELOTT@ : 0.8). 

.* * I.e principe de la fixation sur le gel, de la molecule proteique par une seule fonction carboxy- 
lique est aatisfaisant pour l’esprit parce qu’il expliquerait pourquoi des traces de sels suffisent A de- 
crocher les proteines et, d’autre part, pourquoi l’activite est pratiquement intbgralemcnt couservee. 
I1 convient, par ailleurs, de sipaler, lors des pr&traitements du gel. des diff&ences de gonflement 

w- notables: r&action en milieu acide et dilatation en milieu akalin. Ces variations de 1’6tat d’hydra- 
‘(, tation sont liees, t&s probablement, B dcs modifications ioniques et ne sont pas sans rappeler Ie 

comportcment d’une &sine carboxylique du type Amberlite CG-50 dans les mGmes conditions. 
Elles pourraient Qgalement participer, dans une ccrtaine mesure, A l’explication de ces change- 
ments dans les proprietes de retention du Sephadex vis-8-vis des proteines basiques. , 
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ment soustraites au milieu qui leur a donne naissance sous l’action du flux (gcTm&ale- 
ment t&s rapide avec le Sephadex). 

(b) Dans le cas oh la capacite de la colonne scmble &re debordee, on fise cependant 
beaucoup plus de proteines avec une solution concentrke qu’avec une solution diluee’ . 
Ainsi l’experience 3 du Tableau I met en jeu, au depart, 5 fois plus de tosines que l’expe- 
rience 4. Cependant , la toxicitk sortie dans l’elution aqueuseest comparable dans lesdeux 
cas. Mkme remarque au sujet de la ribonuclease (espk-iences 2 et 3 du Tableau II)“. 

(c) Les experiences sont difficilement reproductibles pour peu que les conditions 
changent (expkriences 7 et 8 du Tableau I) : differences dans la composition des es- 
traits soumis au fractionnement (variation de concentration des protkines ~trang&es 
et traces de sels mineraux jouant le r81e d’inhibiteurs competitifs), presence d’ions 
dans l’eau (CO,), &at de saturation des carbxyles du Sephades (fonction des traite- 
ments anterieurs de la colonne). 

(3) Cas de I’h&nogZobine 

Les proprietes physico-chimiques et la structure de l’hemoglobine, ainsi que la forte 
capacite des colonnes de Sephadex vis-A-vis de cette proteine, militent en faveur 
d’un ph&nom&ne d’adsorption. Cependant, il est vraisemblable que I’application de la 
methode d&rite ci-dessus puisse conduire, dans certains cas. ti des separations 
interessantes, compte non tenu des risques de d&naturation. 

Nous venons de decrire une technique qui permet dans un temps t&s court (z h 
environ), et pratiquement sans denaturation, de purifier tres efficacement des solu- 
tions de scorpamines en se?arant les fractions aqususes inactives des fractions salines 
actives (Fig. 6). Dans le cadre de la poursuite de nos recherches sur l’isolement des 
proteines basiques sur gel de destrane, une etude est en tours sur l’am&lioration de la 
resolution des proteines a l’interieur du gradient de sel. 
d’un excellent 
deux principes 
parfaitemenP. 

test : la chromatographie des scorpamines 
tosiques du venin de chacune des especes 

Nous disposons & cet 4gard 
sur Amberlite CG-50 oh les 
de scorpions se distinguent 

L 

l La notion de capacitt5 doit, par consequent, Qtre prckishe, mQmc lorsqu’il y a debordement 
de la colonne. On peut considerer une capacite relative qui est fonction de la quantite de substance 
depost5e sur la colonne. La capacit6 absolue est la valeur vcrs laquelle tend la capacite relative 
lorsque la concentration de la solution croit. Cctte valeur ne d6pend. elle, que de la quantite de gel 
utilisde. La nature du gel intcrvicnt Bgalement. Nous avons utilis8. lcs dcus types de gel. pour les- 
quels l’effet de tsmisage ne ponvait intervenir: 
P.M. > 10,000. G-13 pr&sente 

G-go et G-23. qui cxcluent les moldcules de 
3 avantages : ( I) il retient par tarnisa~e mains d’impurett% que G-30 

puisque son deF8 de branchement est plus 61~~1.5 ; (2) &ant plus dense, il offre unc capacited’&hange 
plus vande dans lc m&me volume. 

l * Ces observations donnent la solution d’un probleme pratique: la purification d’un extrait 
contenant unc quantitd de substances suptkieure A cc que peut admcttre une colonne sans d& 
bordement. On pourrait utiliser une mOthode consistant Q diviser l’extrait initial en deux parties 
aliquotes que l’on traiterait s8paremcnt. On recueille les Ablutions aqueuses qui sont rassemblkes, con- 
centr6es et repass&es sur colonne. Cela represente en tout 3 iik-ations. Par centre. on peut passer la 
totalitt5 de I’extrait sur colonne, concentrer les fractions aqueuses actives et, dans une deuxieme 
op&-ation, a&ever la purification. Un csemple numerique cst fourni par les r&sultats des exp& 
riences I, 2 et 3 du Tableau II. L’interbt de la methode est encore plus 6vident lorsque 1~ opera- 
tions de filtration sont n&essaires. 
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Fig. 6. Photographic des Blectrophor&rammes obtenus apr&s passage sur Sephadcx G-25 d’une 
fraction chromatosaphique tosique provenant des telsons de &.dAzrs occitawts. -4 = Ablution par 
I'eau [non tosique), B = Ablution par l’ac&ate d’ammonium 0.05 
force ionique o. I, pH = 

nd (tosiquc) . Tampon v&onal, 
S.6; papier: Schleicheret Schiillzo43 a&I@; I~oV; 0.3 mA/cm; durde 1.5 h; 

rt5vtYation amido-schwarz IO b; technique h centre-courant. 
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I. Le pouvoir khangeur d’ions du gel de destrane Sephadex a ktk utilis6 dans 
une technique de r&tention r&ersible des tosines de Scorpions. 

2. La methode a et& g&Gralis6e aus proteines basiques de faible poids molkculaire 
(ribonuckse, lysozyme) . 

3. Le ph&nom&ne est r&i par la loi d’action des masses dont plusieurs cons& 
quences pratiques ont et6 vkifi6es. 

SUMMARY 

I. The ion-exchange properties of destran 
method for the reversible’ retention of the to-tins 

gel (Sephades) were utilized in a 
of scorpions. 

2. The method was generalized and applied to basic proteins of 
weight (ribonuclease, lysozyme) . 

3. The phenomenon is governed by the law of mass action, of 
practical consequences were verified. 
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