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Isolement de I'az-cristalline purifi4e du cristallin de boeuf 

I. ' isolement de fractions homog6nes des prot6ines consti tut ives du cristallin repr6sente la premibre 
6tape tie l '6tude de leurs propri6t6s physico-chimiques et de leur 4tat dynamique.  MORNER 1 avai t  
d6j~ montr6 en 1894 qu'tt un  p H  voisin de 7, le cristallin ne se dissolvait pas to ta lement  dans 
l'eau. La pat t ie  insoluble, appel6e albumoide, n 'es t  pas constitu6e d 'une seule prot6ine, mais 
tie plusieurs, dont  certaines ont  6t6 r6cemment  isol6es 2. Darts la partie soluble, il avait  distingu6 
trois prot6ines: l 'a cristalline, la fl cristalline, appa r t enan t  aux globulines et une albumine. Ces 
fractions, ont  6t6 retrouv4es par  t(RAUSI*2 3, par  WOODS ET BURKY 4 et par  NORDMANN 5. La mdthode 
d ' isolement de ces fractions, la plus souvent  utilis6e, est celle de KRAUSR. Elle ne donne mal- 
heureusement  pas de produi ts  homog6nes, comme on le volt sur un diagramme d 'ul t racentr i-  
fugation (Fig. ~) correspondant  5~ l'(z cristalline pr6par6e selon KRAUSE. Le pr6sent travail  donne 
une in6thode qu permet  d 'obteni r  l 'une des fractions prot6iques appel6e c~1 cristalline, sous une 
forme appa remment  homog6ne. 

Des cristallins de boeuf, pr61ev6s aux abattoirs,  lav6s 5~ l 'eau sal6e 5~ 0.9 %, sont congel6s 
dans Pair liquide et broy6s. Toutes les manipula t ions  sont  alors effectu6es/~ o °. La poudre obtenue 
est agit6e avec une solution de PO4HNa 2 o.i M ~ raison de 3oo ml par  ioo g de tissus, pendant  
24 heures. On centrifuge A 3 ° ooo t /rain A o '~, dans l 'appareil  Spinco, pendant  i heure. Dans  la 
solution fiche en prot6ines que l 'on d6cante, on a lo mg N total/ml.  Le rappor t  S/N est 0.o2. 
On ajoute A cette solution du sulfate d ' a m m o n i u m  jusqu '~  42 % de la saturat ion.  Le pr6cipit6 
qui se forme est redissous par  dialyse contre de l 'ac6tate de soude o.t M. On poursui t  jusqu'A 
41imination des ions SO42 . On repr6cipite la solution obtenue par  le sulfate d ' a m m o n i u m  jusqu'5~ 
at teindre 32 % de la saturat ion.  Le pr6cipit6 qui apparai t  est rejet6. On augmente  la concen- 
t rat ion en sulfate d ' a m m o n i u m  des eaux-m6res jusqu'/~ 42 % ; des prot6ines pr6cipitent A nouveau.  

Fig. I Fig. 2 Fig. 3 Fig. 4 

Fig. I. Temps 48 min; 2 mg N/ml;  p H  8.2; t ampon  ac6tate o.~ 34. 

Fig. 2. Temps 48 rain; 8.34mg N/ml;  pH 7-75; t ampon  ac6tate o.l M. 

Fig. 3- Temps 32 rain; 3.2 mg N/ml;  p H  7.2; t a mpon  ac6tate o . I M .  

Fig. 4. Temps 48 rain; 4.7 mg N/ml;  p H  6.88; t ampon  ac6tate o.I M. 

On dissous par  dialyse contre de l 'ac6tate de Na o.i M. Cette fraction (A) qui se r6v61e constitu6e, 
l 'u l t racentr ifugat ion,  de deux prot6ines principales et de deux autres dont  la concentrat ion 

est plus faible (Fig. 2), est tr6s analogue k celle pr6par6e par  SZENT-GY6RGYI 6. On pr6cipite la 
solution obtenue (A) ~ p H  7.75 (8.3 mg N/ml) par  du sulfate de magn6sium ~ saturat ion.  5 ° % 
de l 'azote total, pr6cipitent. A la part ie insoluble, recueillie et dissoute par  dialyse contre de 
l 'acdtate de sodium, correspond le d iagramme d 'ul t racentr i fugat ion de la Fig. 3- On volt qu 'une  
purification a eu lieu (solution B). Cette derni6re solution est alors additionn6e d'acide perfluoro- 
octanoique. Ce r6actif d6j~ employ6 par  MURRAY, LUCK 7 colnme precipi tant  des protdines, 
n'insolubilise aucun des cons t i tuants  de la solution B aux p H  sup6rieurs A 7, ~ la concentrat ion:  
2. 3. to 3A/. Aux p H  inf6rieurs ~. 7, en t a m p o n  acdtate/acide ac6tique o.i AI, une pr6cipitation 
apparai t ,  qui est presque totale ~ pH:  .5.22. 

Si donc on m61ange ~ o °, 1oo ml de la solution B, renfermant  50o ing d 'N total  avec ioo ml 
de solution ~. 2 % de perfluoro-octanoate de sodium et 200 ml de t ampon  ac6tate oA 31 de p H  5.3, 
on obtient  un pr6cipitG qui apr~s dialyse contre du phospha te  disodique o.t M e t  61ectrodialyse 
en prdsence de Dowex-5o forme H, donne une solution claire, fluorescente, qui renferme 82 °./o 
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de l 'azote total, present  dans la solution B. Cette solution, soumise tt l 'ul tracentrifugation (Spine,~ 
22o ooo g) dans les conditions suiwmtes,  ne domle qu 'un  seul pic de sddimentation (Fig. 4)- 

Concentration N total pH "l"c~mpon ~ ~,, 

2.35 mg N/ml  7.63 Phosphate  0.05 31 7. i I> 
4.7 mg N/ml  6.88 Ac6tate o.: M ,s.S5 
2.35 mg N/ml  8.25 Phosphate  o.25 M 13.3 

De plus, la prot~ine ainsi pr6par6e pr~sente une courbe de p%cipitat ion par  le sulfate d ' ammon ium 
qui est lin6aire, en coordonn6es semi-logari thmiques (Fig. 5). Le pH (le solubilit6 min imum en 
prGsence d 'un  t ampon  acetate o . i M ,  est de 5.i6. La prot6ine ainsi isolde, que nous proposons 
d 'appeler  a 1 cristalline, possbde la composit ion suivante:  C ~ 53 o.o : i ;  N = i4.5 o,/o :-  0.2, 
S = o ,5% ~= o.o 5. En solution dans la soude ;V/lo, le spectre de l'(q cristalline p%sente un 
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Fig. 5. Relargage de l'cq cristalline par  le sulfate 
d ' a m m o n i u m  4~I.  Volume total io ml; o.24 mg N 

total  par  ml; temp. o °. 

m a x i m u m  5. 28o nvt et un second il 286 mtt. 
En milieu HCI N/Jo,  il n 'y  a qu 'un  m a x i m u m  

275 m/z. De la valeur de l 'absorpt ion ~t 28o 
m t t e t  ~ 294 nau on peut  calculer, selon 
BEAVEN ET HOLIDAY s, qu'il  y a un rappor t  
Tyros ine /Tryptophane  6gal ~ I. 

Fig. 6. Temps 48 mill; 5.92 mg N/ml;  pH 8; 
t ampon  acdtate o.1 31. 

I1 est impor tant ,  au cours de la pr6parat ion de Fa t cristalline de ne pas laisser vieillir la 
solution B, d 'une  part ,  et de ne pas met t re  en contact  le pr6cipit6 obtenu par  l'acide perfluoro- 
octanoique, avec une solution d 'un p H  sup6rieur ~ celui du phospha te  disodique o. I d~2 r. M6me 
dans ces conditions, il est avantageux  d'61iminer l'excbs d'acide perfluorooctanoique par  6Iectro- 
dialyse. Si ces donn6es ne sont  pas observ6es on assiste ~ une ddnaturat ion partielle de la prot6ine, 
et ~ l 'appari t ion,  sur  le d iagramme d 'ul t racentr ifugat ion,  d 'un  pic correspondant  ~ une molGcule 
plus lourde (Fig. 6). 
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