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SUMMARY 

Fractionation: of istorganic long-chain $oZyphosphates on’sephadex Grdo 

A technique for the fractionation of inorganic long-chain polyphosphates by 
exclusion. diffusion on Sephadex Groo has been worked out. ‘This technique, allows 
the ,fractionation-of polyphosphate chains from IO to 40 phosphate residues, .as shown 
by the potentiometric determination of the chain length of ,the different polyphos- 
phates after elution. A linear relation was:found between the elution volumeland the 
logarithm of the chain length. 
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INTRODUCTION 

Les techniques permettant de &parer les polyphosphates de courte chaine 
(2-14 residus de phosphate) sont bien au .point : ce sont des methodes de chromato- 
graphic sur papier, sur plaque ou sur colonne. (Pour une revue g&erale de ces tech- 
niques, voir HETTLER~ ET EBEL~~ “). Mais il n’existe que peu de techniques qui condui- 
sent B un fractionnement des polyphosphates de longue chaine. Une methode de 
separation par des solvants organiques comme l’ac&one496 a et& d&rite. De plus, 
une approche de ce probleme a et6 tent&e par chromatographie sur papierO. . 

Lors d’une etude de separation des acides ribonucleiques et des polyphosphates 
sur Sephadex Gzoo, nous avons observe un Btalement des polyphosphates7, ce phe- 
nomene’a 6te retrouve en chromatographie sur GIOO ou les polyphosphates Btaient 
Blues dans les fractions comprises entre le volume exclu et le ‘volume inclus dans le. gel. 
Ce phenom&ne nous a amen& a penser que ce dernier type de chromatographie 
permettait un fractionnement des polyphosphates de longue chaine, 

PARTIE EXl$&MENTAiE .’ 

MaEbrie et n&hodes 
Prt!fi,arat+k des $oZy$hos$hates inorganiqzces 

,, 

~oly~~~sphk~e de ib&n de Ibngtieiw de chaz”ne moyemzb corresponda& azc 
de’caphos$hate. Un polypliosphate de sodium de longueur de chaine moyenne &gale a 
-z ,:’ 8: .., 

* DdcliQ a M. le Professeur E. LZDIZRBR B l’occasiou de ‘son 6o8mc anniyers~ire. 
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IO groupements phosphate a et& prepare en portant pendant 4 h a goo’, puis en 
refroidissant brusquement un mhlange de NaH,PO,*H,O et de Na,HPO,*zH,O tel 
que le rapport Na,O/P,O, corresponde a la formule Na,,P,,O,, (2 moles de phosphate 
disodique pour 8 moles de phosphate monosodique). .’ 

Se2 de Graham. Un echantillon de se1 de Graham a et& prepare par fusion de 
NaH,P04 a 800~ pendant 18 h, suivie d’un refroidissement brusque. Le produit obtenu a 
et& dissous dans l’eau, dialyse pendant 24 h a froid pour &miner les polyphosphates de 
courte chaPne, puis lyophilise. La longueur de ch&ne :moyenne de l’echantillon, 
d&ermin& par titration potentiom&rique, etait de 20 groupements phosphate. 

Sel de Kurrot sodique ($oty@osphate de sodium hautement potym&+isS).Il a et& 
p&pare en amenant en 4 h du KH,POI a 775” par elevation graduelle de la tempcira- 
ture; apres refroidissement brusque, le produit insoluble a et& mis en solution par 
khange du potassium contre du sodium sur Dowex 50 selon la technique de PFAN- 
STIEL ETILER*. 

Tecknnique chromatograj%ique utitise’e 
Le Sephadex GIOO a et& mis en suspension et a&e dans une solution aqueuse 

de NaClo.05 M. Apres sedimentation, les particules les plus l&&es ont et& eliminees. 
La suspension residuelle a et& introduite dans une colonne de chromatographie de 3.2 
cm de diametre. Le lit de Sephadex avait une hauteur de 150 cm. Le gel a et6 hquilibre 
B 4’ contre une solution de NaCl 0.05 M. Une,solution renfermant un melange des 
differents polyphosphates a et& deposee au sommet de la colonne et l’elution a &B 
effect&e B 4” par NaClo.05 M, le d&bit &ant de 5-10 ml/h. Les fractions recueillies 
&aient de 25 ml. 

Anatyse des fractions 
Le phosphate des polyphosphates a &e evalue sur une partie aliquote de chaque 

fraction apres hydrolyse acide, puis dosage du phosphate selon la technique colori- 
metrique de BRIGGS~. 

La longueur de chame moyenne des polyphosphates a &e determink par la 
mesure du rapport des acidit& faibles terminales aux acidites fortes des groupements 
intermediaires avec un Titrigraph Radiometer, selon la technique de VAN WAZER 
et coll.lO. . . 

RtiSULTATS ET DISCUSSION 

En deposant sur la colonne de Sephadex G~oo’un melange de IOO mg des trois 
polyphosphates etudies (decaphosphate, se1 de Graham et se1 de Kurrol sodique), 
on obtient un Btalement des polyphosphates sur un volume de 750 B 800 ml comme le 
montre la Fig. I. 

Une relation linkaire existe entre le volume d’klution et le logarithme de .la 
longueur de chaPne a condition que celle-ci soit comprise entre IO et 40 groupements 
phosphate. Au-dessus d’une longueur de chame de 40, cette relation n’existe plus, car 
les polyphosphates sont hu5s avec le.volume mort de la colonne. En effet, un acide 
ribonucleique ribosomal de levure constitue de 2 fractions: l’une de poids mokulaire 
de 550 ooo, l’autre de I IOOOOO, toutes deux totalement exclues du gel, est &I& dans les 
fractions 12 a I6. Les polyphosphates Blues jusqu’a la fraction 16 sont done egalement 
excliis du ‘gel et’ ne S&it pas fractionnes. La presque totalite du se1 de Kurrol rentre 
done dans cette catkgorie. : 
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La longueur de, chafne des polyphosphates recueillis d6croPt progressivement 
lorsqu’on passe des premieres fractions Blur&s aux derni&res (Tableau I), La filtration 
sur Sephadex .Gxo~. permet done une assez bonne sbparation des polyphosphates de 
longue cha2ne en fonction de la longueur de chafne moyenne, A condition que celle-ci 
soit comprise entre IO et 40 groupements phosphate. Elle compl&e done les techniques 
classiques qui ne fractionnaient plus les polyphosphates supkrieurs A 15 groupements 
phosphate. 

No. des fractions (25 ml) 

Fig. I. Chromatographie sur gel de dextrane Sephadex Groo d’un m&lange renfermant roe mg 
de chacun des polyphosphates suivants : se1 de Kurrol, se1 de Graham et dbcaphosphate. ( l - l ) 
,ug de P contenus dans r ml de fraction; ( 0- - - 
dcs polyphosphates des diffbentes fractions. 

0 ) logarithme de la longueur de chaEne moyenne 

TABLEAU I 

VALEURS DES LONGURURS DE CHAfNE MOYENNES DES POLYPHOSPHATES DANS LES DIFFlkRENTES 
FRACTIONS ItLUlbS DE LA COLONNE DE SRPHADEX GIOO 

No. des fractions (fractions de 25 m2) 17 19 26 29 31 34 37 

Longeur de chaz^n.e moyenne du 
polyphosphate 62 4= 26 21 15 =3 II 

Logarithme de la lonpewr de 
chagne moyenne I.8 1.6 =*4 =*3 I.2 1.1 I.04 

Cette technique permet de connaPtre dans un mklange complexe de polyphos- 
phates de longue chalne le pourcentage des diffkrents polyphosphates qui le compo- 
sent, ce qui n’est pas possible avec la seule d&termination de la longueur de chafne 
moyenn6. 

De plus, elk permet, dans le cas de polyphokphates pr6sents en petites quantit& 
ou de polyphosphates radioactifs chez lesquels une d&termination de longueur de 
chak moyenne n’es! pas possible, de conntitre cette dernike. En &et, la position 
d’r$lution des polyphosphates permet ,de leur attribuer une longueur de chake sur 
une colonne de rBf&ence pour laquelle la courbe d’klution dks polyphosphates en 
fonction de leur longueur de chafne aura 6th d&rmirke au prkalable. 
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chatne,gkk kxcltision diffusion sur Sephadex Groo a Btt5 mike ‘au point. Elk p&iet ,de,‘, 
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