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L ' A N A L Y S E  SIMULTAN]~E D ES  H E X O S E S ,  

DES  T R I O S E S  ET  D E  L E U R S  E S T E R S  P H O S P H O R ~ S  

par  

H. G. H E R S * ,  H. B E A U F A Y S  ETC.  DE D U V E  

Laboratoire de Chimie Physiologique, Universitg de Louvain (Belgique) 

Les n6cessit6s de divers travaux entrepris dans ce laboratoire nous ont amen6s ~t 
r6examiner certaines des techniques utilis6es pour l'analyse de m61anges complexes 
contenant des hexoses, des trioses et leurs esters phosphor6s. Les donn6es de la litt6rature 
~t ce sujet sont assez fragmentaires et ne sont pas toujours concordantes. Aussi avons 
nous cru utile de r6unir dans une note les r6sultats de nos recherches. Nous ajoutons 
quelques renseignements concernant la pr6paration des compos6s en question. 

Nos investigations ont port6 sur les d6riv6s suivants: glucose (G), glucose-l-phos- 
phate (GIP), glucose-6-phosphate (G6P), fructose (F), fructose-l-phosphate (FIP), 
fructose-6-phosphate (F6P), fructose-I-6-diphosphate (FDP), trioses (T) : D-glyc6r- 
ald6hyde (GA) et dioxyac6tone, trioses-phosphates (TP). 

SUBSTRATS 

Nous avons utilis6 des pr6parations commerciales de D-glucose et de D-fructose 
HOFFMAN-LAROCHE, de DL-glyc6rald6hyde et de dioxyac6tone PARAGON. Pour les autres 
compos6s, nous utilisons les techniques suivantes: 

Glucose-z-phosphate 
Cet ester est pr6par6 par voie enzymatique selon une technique d~riv6e de celles 

de HANES 1, SUMNER ET SOMERS 2 e t  MACCREADY ET HASSID 3. A u  milieu d'incubation, 
compos6 de jus de pomme de terre, de f6cule et de phosphate inorganique, dans les 
proportions recommand6es par HANES 1, nous ajoutons du NaCN o.ooi M, qui inhibe 
les fermentations parasites 2. Une fois l'~quilibre de la r6action phosphorylasique 6tabli, 
nous suivons les indications de HANES 1, e n  g6n6ral jusqu'au stade de la premiere cristalli- 
sation dans l'ac6tone. Les cristaux sont redissous dans un petit volume d'eau et pass6s 
sur une double colonne de r~sine dans un syst~me analogue ~t celui de MACCREADY ET 
HASSlD 3. La colonne sup6rieure contient une r~sine sulfonique (Amberlite IR I2O), qui 
retient les cations. L'effiuent acide qui en sort est recueilli directement sur une colonne 
contenant une r6sine basique (Amberlite IR 4 B), qui fixe le GIP. Les impuret~s ph6no- 
liques et les dextrines traversent les deux colonnes ou sont retenues par adsorption au 
sommet de la premiere. On d6connecte la colonne inf6rieure et on 61ue le GIP ~t l'aide 
de KOH o.5 N. Les fractions contenant l'ester sont ramen6es ~t pH 8 par l'acide ac~tique 
et additionn6es de 1.2 volumes de m6thanol. Le lendemain, on s6pare les cristaux de 

* Chercheur qualifi6 du FNRS.  
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Ks-glucose-l-phosphate.2H~O et on reeristallise dans l'ac6tone, d'apr~'s les indications 
de HANES 1. Le produit obtenu ne contient pas de P inorganique et est enti~rement 
d6pourvu de pouvoir r6ducteur. Les valeurs de P total, P acido-labile et glucose acido- 
labile indiquent une puret6 sup6rieure ~t 99%. 

D'apr~s MACCREADY ET HASSID 3 la purification par les r~sines peut se faire d'embl~e 
sur le milieu d'incubation, apr~s 61imination du phosphate inorganique par la mixture 
magn6sienne. Nous n'avons jamais suivi ce mode op6ratoire, qui, d'apr~s les auteurs, 
fournit un produit d'une tr~s haute purer6. 

Glucose-6-phosphate 
COLOWICK ET SUTHERLAND 4 ont montr6 que cet ester peut ais6ment 6tre pr6par6 

aux d6pens du pr6c6dent par l'action de la phosphoglucomutase, dont l'6quilibre est 
fortement en faveur du G6P (94%). Nous utilisons k cette fin l 'enzyme cristallis6 selon 
NAJJAR ~, apr~s nous 6tre assur6 qu'il est libre de toute trace de phosphohexoisom6rase; 
l'incubation se fait ~ pH 7.5 en pr6sence de GIP  ~ concentration initiale o.I M, de 
tampon tris(hydroxymethyl)aminom6thane (TRIS) 0.08 M, de MgC12 o.oo15 M e t  de 
8-hydroxyquinol6ine 0.003 M servant d'activateur (SuTHERLANI)e). Sit6t l'6quilibre 
atteint, on ajoute HBr concentr6 jusqu'~ concentration normale et on chauffe ~ ioo ° 
pour hydrolyser le GIP restant. On neutralise jusqu'~t pH 8 ~ l'aide de BaCO3 solide, 
puis d'une solution de Ba(OH) 2. Apr~s 61imination du pr6cipit6 de phosphate de baryum 
et de prot6ines, le G6P de baryum est insolubilis6 par addition de 1.2 volumes d'alcool, 
recueilli par filtration, lav6 et s6ch6 ~ l'alcool et ~ l'6ther. L'ester se dissout facilement 
dans l'eau si on acidifie le milieu au moyen d'une quantit6 minime de r6sine acide 
(Amberlite IR 12o). Le baryum est ensuite 61imin6 compl~tement par passage de la 
solution sur une colonne de la m~me r6sine. 

L'ester pr6par6 de cette mani~re ne contient pas de P inorganique, r6agit quantita- 
tivement dans le test au zwischen[erment (voir plus loin) et est hydrolys6 ~ raison de 
lO% en 3 heures ~ IOO °dans  HC1N. Sa valeur de fructose est cependant un peu plus 
61ev6e que celle du glucose (voir Tableau II) et laisse soup~onner une 16g&re contami- 
nation par le F6P. Celui-ci devraits ~tre form6 par 6pim6risation non enzymatique, car 
l 'enzyme utilis6 ne contenait pas d'isom6rase. Le rendement global varie entre 85 et 
90% (th6orique: 94%). 

Fructose-diphosphat~ 
Les pr6parations commerciales de cet ester sont g6n6ralement assez impures. Nous 

avons d'abord utilis6 la technique de purification d6crite par NEUBERG, LUSTIG ET 
ROTttENBERG 7. Dans nos mains, cette m6thode n'a pas donn6 des r6sultats tr~s saris- 
faisants. 

Plus r6cemment, nous avons appliqu6 une technique chromatographique. Le sel de 
calcium (G.B.I.) est dissous dans l'eau, d6barrass6 de Ca par passage sur une colonne 
d'Amberlite IR-I20, puis fix6 sur une colonne de r6sine basique (Dowex-2, sous forme 
chlorure). On blue ~ l'aide de NH4C1, 0.2 M. Le phosphate inorganique sort presque 
imm6diatement, accompagn6 d'une pattie du fructose est6rifi6. Les fractions suivantes 
contiennent 70% ou plus du fructose total et sont libres de phosphate inorganique et 
d'esters monophosphoriques. Neutralis6es ~ la baryte et additionn6es d'un volume 
d'ac6tone, elles laissent pr6cipiter le fructose-diphosphate de baryum ~ l'6tat essentielle- 
ment pur. L'~limination du baryum se fait par la technique d6crite pour le G6P. 
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Fructose-6-phosphate 

La pr@aration de F6P par hydrolyse acide du FDP selon NEUBERG et coll. 7 ne nous 
a pas donn~ un rendement satisfaisant. Nous lui pr6f6rons actuellement l'hydrolyse 
enzymatique par l'hexose-diphosphatase h@atique, purifi6e selon Gov~oR1 s. 

La Fig. I montre, colnme l'avait d~j~ trouv6 cet auteur, que l'enzyme lib~re ex- 
actement la moiti6 du phosphore total de l'ester. La formation quantitative de F6P 
a ~t~ d~montr~e par un dosage au zwischcn/erment (voir plus loin) et par l'analyse du 
phosphore acido-labile (25 minutes ~ IOO ° dans HC1 N). Ces r6sultats confirment 
l'opinion de ROCHE ET BOUCtlILLOUX 9 et de LEUTHARDT, TESTA ET W O L F  1°, selon 
laquelle l'hexose-diphosphatase lib~re sp6cifiquement le groupement phosphate fix6 au 
carbone I de l'ester et montrent en outre que cette sp~cificit~ est absolue. 

Pour pr@arer le F6P, l'enzyme est 
incub~ en presence de FDP, de tampon % du P tool 

glycocolle et de MgCI,, chacun de ces ~ ~ P. ~n~. 
composants se trouvant ~ concentration 
5 . I o - = M  et le m~lange ~tant port~ ~t 4c 
pH 9.7 avec NaOH. Lorsque l'~quilibre 
est atteint, on ajoute o. 5 volume 
d'HCIO4 ~t 2o% et une heure plus tard 
on porte ~ pH 7,5 avec KOH 5 N. 
Apr~s une nuit en glaci~re, le pr~cipit~ 
est ~limin~ par filtration et lav~ une 
fois; on ajoute ensuite 3 moles d'ac~tate 
de baryum par mole de FDP utilis~e. ~c o P25 o 
Le phosphate de baryum est filimin~ 
par centrifugation et lav~ soigneuse- I~ 3~ 4~ 6b 
ment deux lois. Les liquides surna- Mi~,~o5 
geants sont combinfis et on insolubilise Fig. z. T r a n s f o r m a t i o n  e n z y m a t i q u e  du F D P  en 
le F6P de Ba par addition de deux F6P. Chaque tube contient L 5 /zM de FDP et 

o.i  ml  d ' e n z y m e  pr~par6 selon G o , o R [  8, ainsi  que  
volumes d'ac~tone, on lave et on s~che. MgCI= o.03 M e t  un  t a m p o n  glycocolle o.o 3 M 
Pour obtenir un rendement filev~ il e s t  p H  9.5. La  chu t e  du P ~  correspond e x a c t e m e n t  

la fo rmat ion  de F 6 P  (voir Tab leau  II). Le dernier  
conseill~ de concentrer la solution s o u s  tube  con tena i t  L47 # M  de F6P,  dos6 pa r  le 
vide avant d'ajouter l'ae~tone, zwischen/erment en presence  d'isom6rase. 

Le F6P que nous avons pr@ar~ 
par cette m~thode contenait environ 4% de G6P, dosable au zwisch~n/erment en l'absence 
d'isom~rase. Ce ferment fitant absent dans la pr@aration d'hexose-diphosphatase utilis~e, 
il semble qu'on doive incriminer une @im~risation non enzymatique au cours de la 
purification, comme dans le cas du G6P. 

Fructose-I-phosphate 

Nous avons pr@ar6 du F I P  par synth~se chimique et enzymatique. Cette seconde 
m~thode qui eonsiste & phosphoryler le fructose aux d@ens de I 'ATP par la fructokinase 
purifi6e de foie de boeuf a 6t6 d6crite ant6rieurement (HERsIX).  

La synth~se chimique du FIP* a fit6 r6alisfie selon BRIGL ET MULLER la par phos- 

* Cet te  syn th~se  a 6t6 r6alis6e pa r  l ' un  de nous  (H.G.H.)  au  cours  de son s6jour  au  "Si r  V~'illiam 
D u n n  I n s t i t u t e "  ~ Cambridge .  

Le Dr  D. J.  BELL est  ici remerci6 de l 'a ide qu ' i l  lui a appor t6e  au cours  de ce t ravai l .  
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phorylation du 2,3-4,5 diac6tone-fructose au moyen de diph6nyl-phosphate, suivie 
d'61imination des groupements ph~nyles par hydrog6nation et des groupements ac6tones 
par hydrolyse acide. Le diac6tone-fructose a 6t6 pr6par6 par la m6thode de BELL ~3. 
L'hydrolyse finale des groupements ac6tones a 6t6 r6alis6e eomme conseill6 par LEUT- 
HARDT ET TESTA 1~ sans obtenir cependant le rendement indiqu6 par ces auteurs; l'op6- 
ration a 6t6 r6p6t6e deux fois, le F I P  de baryum 6tant chaque lois s6par6 de son d6riv6 
monoac6tone par pr6cipitation au moyen d'un volume d'ac6tone, suivie de lavages. 

D-Glycdrald~hyde 

La I)-glyc6rald6hyde a 6t6 pr6par6e ~ partir de mannitol par la technique de BAER 
ET FISCHER 15. La solution obtenue, titr6e par iodom6trie, avait une concentration de 
3.35% et un pouvoir rotatoire de +0.66 ° (2 din) soit [alg ° = +9 .8  ° (d'apr~s BAER 
ET FISHER : + 9.6°). 

FIXATION ET SEPARATION 

Les techniques de d6prot6inisation influencent la composition du m61ange et limitent 
l'applicabilit6 des m6thodes analytiques. Nous utilisons les filtrats suivants. 

I. Filtrats TCA. Obtenu par fixation k l'acide trichlorac6tique (TCA) k 8 %, le filtrat 
TCA contient int6gralement tous les  composants du m61ange. I1 peut ~tre d6barrass6 
de TCA par 4 extractions successives k l'6ther. Ce dernier est 61imin6 par 6vaporation, 
apr~s quoi on ram6ne au volume initial avec de l'eau (filtrat TCA/6ther). 

2. Filtrats PC. On fixe avec l'acide perchlorique (PC) qui doit se trouver k une 
concentration finale d'au moins 8 % (NEUBERG, STRAUSS ET LIFKINln). Le filtrat PC a la 
m6me composition que le pr6c6dent. L'acide perchlorique peut ~tre 61imin6 par neutrali- 
st, 0A sation au KOH et filtration k froid de son sel 

o zn 

Minutes 

Fig. 2. Destruct ion de la glyc~rald~hyde 
par  Ba(OH)v  5 /uM de GA sont  trait6es 
avec 2.5 ml de ZnSO 4 ou de Ba(OH)z 
0. 3 N. Le m61ange reste ~ temp6ra ture  
de la chambre pendan t  un  temps  vari- 
able, puis on ajoute 2.5 ml du r6actif 
compl6mentaire, on m61ange et on filtre. 
La  GA restante  est dos6e sur  le filtrat. 

de potassium (filtrat PC/KOH). 
3. Filtrat ZB. I1 est obtenu par d6prot6ini- 

sation selon WEICHSELBAUM ET SOMOGY117, ~t 

l'aide de quantit6s 6quimol6culaires de ZnSO4 
et de Ba(OH)2. Ces r6actifs s6parent tr~s effica- 
cement les sucres fibres des esters phosphor6s, 
qui sont adsorh6s par le pr6cipit6 is. L'adsorption 
des sucres libres est g6n6ralement n6gligeable, 
mais l'ordre dans lequel les r6actifs sont ajout6s 
a une grande importance au point de vue de la 
stabilit6 des sucres. Si la baryte est ajout6e avant 
le sulfate de zinc, la r6action fortement alcaline 
provoque une d6gradation progressive qui ne 
s'arr~te qu'au moment oft on neutralise au 
sulfate de zinc. Si l'addition de ce dernier pr6c6de 
celle de la baryte, la d6gradation ne se produit 
pas. Elle est particuli~rement importante dans 
le cas des trioses libres, comme le montre la 
Fig. 2. Les hexoses sont affect6s beaucoup plus 

lentement, mais cependant d'une mani~re significative. Dans le cas du fructose, la 
capacit6 de former du furfural et le pouvoir r6ducteur diminuent simultan6ment et 
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tombent  ~ 82-84% de leur valeur initiale apr~s une heure de s6jour dans la baryte.  
L'addition de celle-ci en premier lieu pr6sente en outre l'inconv6nient d 'amorcer 
l 'hydrolyse des trioses-phosphates. Pour ces raisons, nous ajoutons toujours ZnSO 4 
avant  Ba(OH)~. La d@rot6inisation est tout  aussi efficace. 

L'adsorption des hexoses-phosphates par le m61ange Zn/Ba peut 6galement se faire 
sur des filtrats TCA ou PC apr~s neutralisation (filtrats TCA/ZB, PC/ZB) ou 61imination 
de l'acide (filtrats TCA/6ther/ZB, PC/KOH/ZB). 

HYDROLYSE 

Hydrolyse acide 

Le Tableau I r6sume les donn6es que nous avons 6tablies concernant la vitesse 
d'hydrolyse des divers esters phosphor~s mentionn6s. Ces donn6es sont en accord avec 
celles de la litt6rature. I1 est ~ remarquer qu'elles ne sont applicables que pour autant  
que le m61ange ne contienne pas d'autres substances susceptibles d'influeneer la vitesse 
d'hydrolyse des compos6s phosphor~s. Nous avons notamment  constat6 que les ions 
perchlorates acc61~rent cette hydrolyse. Aussi est-il n6cessaire d'effectuer celle-ci sur 
des filtrats PC/KOH. 

T A B L E A U  I 

HYDROLYSE ACIDE DES ESTERS PHOSPHORI~,S 

Pourcent  du P lib6r6 

Minutes dam HCl N,  zoo ° 7 xo 2.5 

Glucose- I -phosphate  IOO IOO IOO 
Glucose-6-phosphate o.4 o.5 1.3 
Fruc tose- i -phospha te  63 77 99 
Fructose-6-phosphate  5.5 8 18.5 
Fructose- i -6-diphosphate  26. 5 35 55.o (i i.o) * 
Trioses-phosphates* * 44 56 83 

* Ent re  parenth6ses:  fructose libdr~ en pourcent  du fructose total. 
** Valeurs emprunt6es ~ FISCHER ET BAER 19, 20 et KIESSLING 21. 

Hydrolyse alcaline 

Effectu6e selon les indications de LOHMANN ET MEYERHOF 22, (20 minutes ~ la 
temp6rature ordinaire dans KOH N) elle lib~re sp6cifiquement le phosphore des trioses- 
phosphates. Nous avons v6rifi6 que les autres esters ne sont pas attaqu6s dans ces 
conditions. 

TECHNIQUES ANALYTIQUES 

Fructose et dOrivds 
Nous avons adopt6 la technique d6crite par ROE, EPSTEIN ET GOLDSTEIN 2s, pour 

le dosage de l'inuline en y apportant  de 16g6res modifications. Appliqu6e au fructose et 
ses esters, cette technique pr6sente trois inconv6nients, que nous avons essay6 de 

r6duire au minimum: 
I. Le spectre d'absorption du colorant form6 est ais6ment modifi6 par la pr6sence 

B i b l i o g r a p h i e  p .  4 2 6 .  
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d'impuret6s. Normalement, la solution a une couleur ocre et pr6sente deux maxima 
d'absorption, k 520 et "~ 400 m#~. Dans certains cas, elle a une teinte rougeAtre et pr6sente 
un maximum suppl6,mentaire ~ 560 m#~ (Fig. 3). La loi de Beer-Lambert n'est plus ob6ie. 
Nous n'avons pas pu identifier l'impuret6 responsable de cette r6action anormale. Elle 
est pr6sente dans certains 6chantillons d'acide ac6tique pour analyse, dans l'alcool 
6thylique, l'6ther et l'ac6tate d'6thyle. La distillation fractionn6e ne permet pas de 
l'61iminer. D'autre part, les trioses r6agissent faiblement en donnant une coloration 

pourpre  avec un maximum unique ~ 560 m#,. 
Nous n'avons pas r6ussi ~ am61iorer le dosage en modifiant la composition des 

r6actifs recommand6e par ROE c! coll. 2~, mais nous avons constat6 que la temp6rature 
exerce une grande influence sur le spectre d'absorption du colorant. Comme le montre 
la Fig. 3, la bande 7i 560 m/~ augmente, en m~me temps que celle ~ 520 m/~ diminue, 
au fur et ~ mesure qu'on ~l~ve la temp6rature de 75 ° ~ 85 °. La prolongation du chauffage 
augmente 6galement l'importance de la bande ~i 560 m#~. 

Jog~ 
o~ 

O.(J 

0...7 

i / y  ,0< 

• ' -  . 

" \ . /  '~,~ s0c 

" ~ .  75 o 20G 

,~o 5~o 5~0 630 
m# 

Fig. 3. Dosage de fructose. Influence de la tem- 
p6rature de chauffage sur le spectre d'absorption. 
Une #~M de fructose trait6e selon RoE et coll. 23. 
Chauffage 13 minutes aux temp6ratures indiqu6es. 
Spectre d'absorption mesur6 au spectropbotom~- 
tre de Beckman (modUle DU) avec cuvettes de 

I C1TI. 

Mitres ~I 75 ° 

Fig. 4. Dosage  du fructose et  de ses esters .  In-  
fluence du t e m p s  de chauffage  ~ 75 ° sur  la lec- 
tu re  colorim6tr ique.  Chaque  t ube  con t ien t  i 
micromole ,  t rai t6e selon R o ~  e! coll. ~. Chauffage  

75 °. Lec tu res  color im6tr iques  effectu6es au  
photocolor im~tre  de K l e t t - S u m m e r s o n  (filtre 50). 

2. La r6action se f a i t h  chaud et en milieu fortement acide. De ce fait les esters 
du fructose sont progressivement hydrolys6s au cours du dosage et leur contribution 
d6pend 6troitement de la temp6rature ~ laquelle on op~re et de la dur6e du chauffage. 
La Fig. 4 illustre l'influence du temps de chauffage ~ 75 ° sur la lecture colorim6trique 
dans le cas du fructose et de ses trois esters. 

3. Une derni~re difficult6 de la m6thode r6side dans le fait que les solutions de 
fructose perdent progressivement leur titre, probablement par 6pim6risation, car le 
pouvoir r6ducteur ne se modifie pas. 

Tenant compte de ces diverses observations, nous avons adopt6 le mode op6ratoire 
suivant: les r6actifs sont ceux de ROE et coll33, mais on veille ~ utiliser de l'acide ac~tique 
aussi d6pourvu que possible de l'impuret6 g6nante. L'acide ac6tique Merck P.A. nous 
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a donn6 satisfaction. On proc~de comme dans la technique originale, mais le chauffage 
se fait ~ 75 ° au lieu de 80 °, durant 15 minutes. Finalement, on emploie comme 6talon 
une solution de saccharose conserv6e dans l'acide benzo~que ~ 0.25 % et qn'on hydrolyse 
pr6alablement par un chauffage de 20 minutes au bain-marie bouillant dans HC1 o.oi N. 
Sa valeur colorim6trique est multipli6e par 0.99 pour tenir compte de la 16g~re con- 
tribution du glucose. 

La m~thode d6crite peut ~tre appliqu6e de diverses mani~res. Nous distinguons: 
a. Fructose total (Ft) : Sur filtrats TCA ou PC. Mesure la somme du fructose et de 

ses esters avec de faibles contributions des autres composants. 
b. Fructose libre (Fz) : Sur filtrats ZB. Mesure essentiellement le fructose libre avec 

de faibles contributions des autres sucres. 
c. Fructose acido-labile (F25): Diff6rence entre le fructose libre present apr~s 25 

minutes d'hydrolyse acide et le fructose libre initial. Repr6sente la contribution des 
sucres lib6r6s par l 'hydrolyse (principalement le fructose du FIP) .  On utilise une tech- 
nique analogue & celle de CORI, OCHOA, SLEIN ET COR124 : le filtrat TCA/6ther ou PC/KOH* 
est additionn6 d'HC1 jusqu'& concentration normale; on chauffe 25 minutes au bain- 
marie bouillant, neutralise soigneusement ~ l'aide de NaOH et traite ensuite au m61ange 
Zn/Ba. 

Dans tous les  cas, nous commen~ons par exprimer les r6sultats de ces dosages en 
micromoles de fructose (voir plus loin pour corrections). 

Sucres r~ducteurs 

Nous utilisons la m6thode de NELSON 25 sans modification. L'6talon est une solution 
de glucose conserv6e dans l'acide benzoique £ 0.25%. Les r6sultats des dosages sont  
exprim~s en micromoles de glucose (sauf pour T). Nous distinguons: 

a. Sucres r~dueteurs totaux (Rt) : Sur filtrat TCA/6ther ou PC neutralis6**. Mesure la 
totalit6 des corps r6ducteurs du filtrat. 

b. Sucres r~duc~eurs libres (Rz): Sur filtrat ZB, pour autant  qu'il ne contienne pas 
de trichlorac6tate. Mesure les sucres libres. 

c. Trioses (T) : Sur les m6mes filtrats que le pr6c6dent. Consiste en une modification 
de la technique de RUDNEY ~6 pour le dosage des trioses. On op~re comme dans la m6thode 
d e  NELSON, mais on chauffe ~ 80 ° durant  2 minutes. L'6talon est la solution-stock de 
glyc6rald6hyde, conserv6e congel6e dans un flacon herm6tique. Le r6sultat est exprim6 
en micromoles de glyc6rald6hyde. 

Phosphore inorganique 

I1 est dos6 selon la m6thode de FISKE ET SUBBAROW 27, les lectures colorim6triques 
6tant faites IO minutes exactement apr~s l 'addition de l 'acide amino-naphtol-sulfonique. 
Dans ces conditions l 'hydrolyse des compos6s labiles au cours du dosage est n6gligeable. 
Nons distinguons : 

a. P inorganique (P~) : Sur filtrats TCA ou PC, sans trai tement pr6alable. 
b. P .  acidolabile (Pa~) : Diff6rence entre le P inorganique prdsent apr~s 25 minutes 

* I1 f au t  61iminer les acides uti l is6s pou r  la f ixat ion,  ~ t an t  donn6 leur inf luence sur  l ' hydro lyse  
(voir p lus  hau t ) .  

** Le dosage exige un  f i l t rat  neu t re ;  il es t  influenc6 pa r  l ' ion t r ichloracdta te  ma i s  non  pa r  l ' ion 
perchlora te .  
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d'hydrolyse dans HC1 N "2 IOO ° et le P inorganique initial. Se fait sur filtrat TCA/6ther 
ou PC/KOH. 

c. P alcalinolabile (Pa): Diff6rence entre le P inorganique pr6sent apr~,s hydrolyse 
alcaline, comme d@crit plus haut, et le P inorganique initial. Correspond au P des 
trioses-phosphates. 

d. P total (Pt): Apr~s min6ralisation complete selon LEPAGE ~s. 

Glucose-6-phosphate (Z) 

Cet ester est mesur6 selon SLEIN, CORI ET COR129 par son aptitude h causer sp@ci- 
fiquement la r@duction du triphospho-pyridine-nucl@otide (TPN) en pr@sence de glucose- 
6-phosphate-d6shydrog@nase (zwischen/erment). Le ferment est pr6par@ k partir de levure 
basse par la technique de WARBURG ET CHRISTIAN 30. Le TPN est extrait d'une bouillie 
de foie de boeuf par adsorption sur charbon (Darco), d'apr~s LEPAGE ET MUELLER 31 
et purifi@ chromatographiquement sur Dowex-2, selon la m6thode de KORNBERG ET 
HORECKER s2. 

On doit op6rer sur filtrat TCA/6ther ou PC/KOH, car les ions trichlorac@tate et 
perchlorate inhibent le zwischen/erment. On introduit dans une cuvette de I cm 
(spectrophotom~tre de Beckman, module DU) la quantit6 de filtrat ~t analyser, 0.5 tzM 
de TPN, o.2 ml d'un tampon TRIS pH 8.0 et de l'eau jusqu'~t 2. 9 ml. On d6clenche 
la r6action par l 'addition de o.i ml de zwischen/erment et on suit l 'augmentation de 
l 'absorption ~ 34 0 mtz jusqu'~t ce que celle-ci ait atteint un plateau. 

D'apr~s HORECKER ET KORNBERG 33, le coefficient d'extinction mol6culaire du 
TPNH vaut  6.22. lO 6 cm z mole -1. Par cons6quent, une valeur de log Io/I @gale ~ I corre- 
spond ~t 0.482 micromoles de TPNH ou de glucose-6-phosphate, dans 3 ml. 

APPLICATIONS 

Le Tableau II montre la contribution des corps 6tudi6s aux divers dosages qui ont 
6t6 d6crits dans la section pr@c@dente. 

On remarque que tr~s peu de dosages sont sp6cifiques d'un seul corps. Aussi est-il 
n@cessaire, pour l'analyse d'un m61ange complexe, de recourir ~, une m@thode alg6brique. 
On effectue le nombre de dosages requis* et exprime les r@sultats en micromoles de 
l'@talon. Les donn@es du Tableau II permettent alors d'6tablir un syst~me de n 6quations 

n inconnues, dont la solution fournit la composition du m61ange. 
L'inconv6nient de ce proc@d@ est qu'il ne permet pas de tenir compte de l'im- 

pr@cision inh@rente aux m@thodes de dosage et peut m6me, lorsque certains compos@s 
sont peu abondants, donner des r~sultats absurdes. En g~n6ral, il est assez facile, une 
Iois les @quations r6solues, d'effectuer les corrections qui paraissent les plus raisonnables. 
De plus, il est recommandable d'ajouter au moins une d6termination suppl@mentaire, 
servant ~ v6fifier l 'exactitude des conclusions. 

A titre d'exemple, nous avons r6sum@ au Tableau III  les r6sultats d'un bilan 
complet qui figurera dans une publication ult6rieure (HERs ET KUSAKA3S). Dans la 
premiere colonne figurent les 9 donn6es analytiques obtenues exp6rimentalement. La 
composition du m61ange, calcul6e ~ partir de ces valeurs et des donn6es du Tableau II 

* Tousles  dosages peuvent se Iaire sur le in@me filtrat PC]KOH, une partie de celui-ci pouvant 
~tre trait~e au rn@lange Zn/Ba. 
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T A B L E A U  I I  

Valeur analytique, exprimde en micromoles de l'dtalon, fournie par r micromole de 
Dosage Etalon 

G F T GIP G6Pb FIP  F6Pd FDP TP Pi 

F t F a o . o I  I O . O 1  O . O I  ( O . O I )  ¢ O . 9 7  O . 8 2  0 . 7 8  O , O I  - - -  

F[ F o . o i  I o , o i  . . . . . . . .  

F25 e F - -  - -  - -  O.OI O 0.99 O . 1 8 5  O . I I  o.oi - -  
Rt  G I I 0. 5 o o.8t 0.68 o.81 0.59 o. 5 - -  
R l G I I 0. 5 . . . . . . .  
T GA o o.34 f I . . . . . . . .  
P~, P - -  - -  - -  1 1 1 1 2 1 1 
P i  P - -  - -  - -  o o o o o o I 
P25 e P - -  - -  - -  I o.oI3 0.99 o.185 I . I  0.83 - -  
/~a P - -  - -  - -  o o o o o I - -  
Z . . . . .  I - -  o . . . . .  

a Eta lon fructose = saccharose hydrolys6 corrig6 pour  glucose (voir texte). 
b Sauf pour  la rtSaction du zwischen/erment ,  les valeurs analyt iques du mannose-6-phosphate  sont  tr~s 

senlblables ~. celles du G6P ~*. 
c Sur l '6chantillon de G6P purifi6, nous avons trouv6 o.o25. Cette valeur est presque cer tainement  

due ~ la pr6sence de traces de F6P form6 par  dpim~risation au cours de la purification (voir plus haut) .  
d Les valeurs analyt iques du F6P ont  6t6 corrig6es pour  la presence de G6P dans la p r@ara t ion  utilis6e 

(voir plus haut).  
e Les valeurs analyt iques pour  d 'aut res  temps  d 'hydrolyse peuvent  6tre calcul6es h par t i r  des donn~es 

du Tableau I. 
I Cette valeur varie assez for tement  selon les conditions exp6rimentales. La prdsence de t ampon  

T R I S  n o t a m m e n t  peut  modifier la vitesse d 'oxydat ion  des trioses et du fructose, mais pas n6ces- 
sairement  darts le mSme rappor t .  

T A B L E A U  I I I  

R I ~ S U L T A T S  D ' U N E  A N A L Y S E  C O M P L I ~ T E  

Rdsultats bruts Rdsultats corrigds 

Donndes Valeurs Valeurs Donndes 
expdrimentales ealculdes corrigdes correspond, antes 

Ft  ~ 8.23 G = o  G = o  Ft  = 8.07 
F l ~ 1.13 F = 1.o8 F = 1.o8 F l = 1.13 

F z s + F  z = 7.84 T = 4 . 9 6  T = 4.96 F z ~ + F l  = 7.83 
R l ~ 3.56 G6P = 1.656 G6P = 1.25 R! = 3.56 
T = 5.33 F I P  = 6 . 6 o  3 F I P  = 6 . 6 6  T = 5.33 
Pt  ~ 13.25 F6P = 1.o58 F6P = 0.56 Pt  = 13.27 
P i  = 4 .20 F D P = - - - o . 2 5  F D P = o  P~ = 4.20 

P 2 5 + P i  = lO.87 T P =  o.23 T P =  o.23 P ~ 5 + P i  = I I . i i  
P a +  P i  = 4.43 Pl = 4  .2 Pi = 4  .2 Pa + P i  = 4-43 

Z = 1.25 G 6 P v r a i =  1.25 (M6P = o.37 ) 

e s t  r e p r 6 s e n t 6 e  d a n s  la  d e u x i ~ m e  c o l o n n e .  O n  n o t e  i m m 6 d i a t e m e n t  la  v a l e u r  n ~ g a t i v e  

d u  F D P .  Ce fa i t  n ' a  r i en  d ' 6 t o n n a n t ,  c a r  o n  se t r o u v e  e n  p r 6 s e n c e  de  g r a n d e s  q u a n t i t 6 s  

de  F I P ,  de  s o r t e  q u e  l ' o n  n e  p e u t  e s p 6 r e r  o b t e n i r  de  ch i f f r e s  p r 6c i s  p o u r  le F D P ,  ni  

e n c o r e  p o u r  les  h e x o s e s - 6 - p h o s p h a t e s .  O n  n o t e  d ' a i l l e u r s  q u e  la  v a l e u r  d u  G 6 P  t r o u v 6 e  

p a r  le c a l c u l  n e  c o r r e s p o n d  p a s  a u  r 6 s u l t a t  d u  d o s a g e  p a r  le z w i s c h e n / e r m e n t .  

P o u r  c o r r i g e r  les  r 6 s u l t a t s ,  o n  a a d m i s  I .  q u e  le F D P  ~ ta i t  n 6 g l i g e a b l e ;  2. q u e  le 

s y s t ~ m e  c o n t e n a i t  le F 6 P  e n  ~ q u i l i b r e  a v e c  le G 6 P  v ra i .  C e t t e  s e c o n d e  h y p o t h ~ s e  ~ ta i t  

a d m i s s i b l e  c a r  il s ' a g i s s a i t  d ' u n  m 6 1 a n g e  a y a n t  i n c u b 6  u n e  h e u r e  en  p r 6 s e n c e  d ' i s o m 6 r a s e .  
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Rempla~ant le G6P et le F6P par leurs valeurs dans les 6quations correspondant aux 
Ft, F~,5 et P~5, on a calcul6 trois valeurs de FIP,  notamment :  6,86 4, 6,70o et 6,41o, 
dont on a pris la moyenne. Finalement, constatant que le syst~me accusait encore ainsi 
un 16ger exc~s de phosphore acido-stable, on a suppos6 que cette dJff6rence correspondait 

du mannose-6-phosphate (M6P), en 6quilibre avec le F6P et le G6P. Pour les 6quilibres 
isom6rasiques, on s'est bas6 sur les chiffres de SLEIN36: G6P z 57.4%; F6P = 25.5% 
et M6P = 17.1%. Les valeurs calcul6es de cette mani~re figurent dans la troisi~me 
colonne du Tableau I I I .  Les chiffres de la quatri6me eolonne correspondent aux valeurs 
analytiques que devraient th6oriquement donner un m61ange ayant  la composition 
suppos6e. On eonstate que ces chiffres ne s'6eartent pas de plus de 2% des valeurs 
trouv6es r6ellement, et ceci dans deux dosages seulement (F, et P25 + P~). 

DISCUSSION 

Parmi les dosages 6tudi6s, le plus d61icat est celui du fructose et de ses esters. Aussi 
n'est-il pas ~tonnant que des valeurs tr~s variables soient renseign6es ~ ce sujet dans 
la litt6rature, (voir LUTWAK ET SACKS87). 

Le bilan d6crit ci-dessus illustre en m6me temps les possibilit6s et les limitations 
des m6thodes examin6es. I1 est 6vident que lorsque le nombre de contributions indi- 
viduelles aux valeurs exp6rimentales devient trop 61ev6, la r6solution alg6brique du 
syst~me en ses composants devient de plus en plus al6atoire. Elle nous a cependant 
permis, en introduisant une seule hypoth~se, d'ailleurs fort plausible, d'6tablir une s6rie 
de valeurs qui, comme il sera montr6 dans une publication ult6rieure, concordent par- 
faitement avec l 'ensemble des donn6es exp6rimentales fragmentaires obtenues par 
d 'autres moyens 35, 
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R]~SUMt~ 

I. Les  a u t e u r s  d6cr ivent  les t echn iques  qu ' i l s  u t i l i sent  pour  la p r6para t ion  d '6chant i l lons  
purifi6s de g lucose - l -phospha te ,  g lucose-6-phosphate ,  f ruc to se - l -phospha t e ,  f ruc tose -6-phospha te  et  
f ruc tose-d iphospha te .  

2. l ls  on t  r6examin6  les m6 thodes  ana l y t i ques  util is6es pour  le dosage de ces esters,  ainsi  que 
pour  celui du glucose,  du fructose et  des tr ioses.  Cer ta ines  causes  d ' e r reur  on t  6t6 raises en  lumi6re 
et les modes  op6ratoires  on t  6t6 modifi6s en cons4quence.  

3. La  con t r ibu t ion  des  compos6s  envisag6s  ~ chaque  t ype  d ' ana ly se  a 6t6 d6termin6e,  de mani6re  
"& p e r m e t t r e  leur dosage i so l6ment  ou dans  des m4langes.  

S U M M A R Y  

I. The  a u t h o r s  describe t he  t echn iques  in use  in their  l abora tory  for the  p repa ra t ion  of purified 
samples  of g lucose - I -phospha te ,  g lucose-6-phosphate ,  f ruc tose - I -phospha te ,  f ruc tose -6-phospha te  and  
f ruc tose-d iphospha te .  

2. T h e y  h a v e  r e - examined  the  ana ly t ica l  m e t h o d s  used for t he  de t e rmina t ion  of these  esters,  
as well as of glucose, f ructose  and  trioses.  Var ious  causes  of error have  been b r o u g h t  to l ight  and  
the  procedures  have  been modif ied accordingly.  

3. The  con t r ibu t ions  of the  subs t ances  s tud ied  to each t y p e  of ana lys i s  have  been measured ,  
in order  to m a k e  it  possible to de te rmine  t h e m  indiv idua l ly  and  in mix tu res .  

Bibliographie p. 426. 



426 H . G .  HERS, H. BEAUFAYS, C. DE DUVE VOL. 11 ( I 9 5 3 )  

Z U S A M M E N F A S S U N G  

1. Die A u t o r e n  beschre iben  die Methoden ,  die sie zu r  Da r s t e l l ung  von  gere in ig ten  P roben  yon  
Glucose - I -phospha t ,  Glucose-6-phospha t ,  F r u c t o s e - i - p h o s p h a t ,  F r u c t o s e - 6 - p h o s p h a t  und  Fruc tose -  
d i p h o s p h a t  benf i tz ten .  

2. Sie t iberpri i f ten die zur  B e s t i m m u n g  dieser Ester ,  sowie yon  Glucose, F ruc tose  u n d  Tr iosen 
ben t i t z ten  ana ly t i s chen  Methoden .  Gewisse Fehlerquel len  wurden  aufgedeck t  und  die Arbei t sweise  
folglich abge~nder t .  

3. U m  die B e s t i m m u n g  der  b e t r a c h t e t e n  V e r b i n d u n g e n  allein oder  in ihren  Mischungen  zu 
erm6gl ichen  wurden  die Beitr~ge,  die sie zu jeder  A n a l y s e n a r t  l iefern b e s t i m m t .  
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