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97. Reeherehes sur l’amidon. XXVII. 
Prescription pour la preparation de glucose-l-phosphate 

par P. Bernfeld, C1. de Traz et Ch. Gautier. 
(1 IV 44) 

Aprbs avoir prepare plusieurs fois du glucose-l-phosphate par 
phosphorolyse enzymatique de l’amidon d’aprks Coril), Kiesslingz) et 
Banes3), nous croyons utile de rspport.:r la prescription detaillee que 
nous utilisons maintenant. Elle se distingue dans quelques details des 
methodes deja decrites et s’est montr6e B la portke de tout le monde. 

Solution de phosphorylase. 
l ,5  kg. de pommes de terre pelees, passees dans la machine a hacher e t  centri- 

fugkes, donnent 450 om3 de jus brun. Le jus est additionne lentement et sous agitation 
Oo de 320 cm3 d u n e  solution saturee de sulfate d’ammonium, ajustee au pH 6,s par 

quelques gouttes d’ammoniaque. On centrifuge; le pr6cipite est jete. On ajoute 320 om3 
de la solution de sulfate d‘ammonium; le precipitk est recueilli par centrifugation et  re- 
dissous dans 100 cm3 d’eau distillee froide et  dialyse 24 heures dans un tube de cello- 
phane contre l’eau courante (temperature au maximum 5O C.). Le precipite form6 lors 
de la dialyse est Blimine par centrifugation, e t  jete. La solution se conserve au frigidaire 
pendant plusieurs jours. 

L’activit6 de I’enzyme est contrdlee d’aprhs la methode decrite dans le travail 
pr6c6dent4); 1 om3 de la solution libhre 1,35 mgr. de phosphore. 

Solut ion de phosphate potassique de p H  G,9. On dissout chaud 124,5 gr. de KH,PO, 
X e r c k  puriss. (0,915 mo1.-gr.) dans 400 cm3 d’eau et on y ajoute la solution de 34,2 gr. 
(0.610 mol.;gr.) de KOH dans 100 cm3 d’eau distillee. On refroidit i Oo C., et on contrdle 
le PH. 

Prdparation de I‘empois d‘amidon d0L et phosphorolyse.  
80 gr. de fecule de pommes de terre sont suspendus dans 100 cm3 d’eau froide et 

introduits d a m  3,5 litres d’eau de 90° sous forte agitation. On maintient la temperature 
Q 90° pendant 10 minutes sous agitation. Aprks refroidissement 55O exactement on 
ajoute une solution filtree e t  dialys6e de 800 mgr. de Fermasol Standard5) dans 100 cm3 
d’eau. On maintient la temperature A 55O pendant environ 10 minutes. La viscosite 
baisse trks fortement, mais la reaction bleue a l’iode persiste. Cette degradation supprime 
la cristallisation ((( retrogradation I ) )  de l’amylose e t  facilite la phosphorolyse. 

On dksactive alors l’amylase en chauffant rapidement jusqu’a 90°, refroidit e t  
melange a temperature ordinaire cet empois, la solution-tampon de phosphates, la solu- 
tion d’enzyme et  une solution de 2,5 gr. de fluorure de potassium dans 10 cm3 d’eau 
(pour inhiber les phosphatases). On abandonne le tout pendant 24 heures a la temperature 
ordinaire, aprks avoir ajoute quelques gouttes de tolukne. 

On suit la disparition de P libre par la methode de I<i)fg en le dosant au debut 
e t  aprks 24 heures; la moyenne de nos resultats Btait: 28,4 gr. de P libre avant et 22,5 gr. 
de P libre aprks la reaction (rapport6 au total). 

l )  C. F. Cori et  G. 2’. Cori, Proc. SOC. exptl. Biol. Ned. (Am.) 34, 702 (1936). 
2, W .  Kiessling, Bioch. Z. 298, 421 (1938). 

4, I<. H .  M e y e r  et  Cl. de Traz, Helv. 27, 540 (1944). 
6,  Fermasol Standard de la aSelweiz. Ferment d.-G., Bile)) est un produit conirner- 

C. S. Hanes,  Proc. Roy. SOC. [B] 128, 421 (1939). 

cia1 d’amylsse de pancreas contenant des sels. 
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Ddsactivation de la phosphorylase, d iminat ion  des phosphates et de l’amidon. 
On alcalinise par NH,OH jusqu’au PH 5,5 et  chauffe rapidement par portions de  

500 om3 B 85O C. (I1 faut en tout 36,5 om3 NH,OH a 14%, puis encore 3 om3 pendant 
la chauffe poiir maintenir le p~ B 8,5). On maintient la temperature pendant 5 minutes 
a 550, on refroidit rapidement e t  on reunit le tout. 

On contrble la disparition de I’activitk: sur un Bchantillon, on precipite les phos- 
phates par de l’acktate de magnesium en milieu ammoniacal au p~ 8,5, on neutralise 
au PH 6,s et on conserve la solution pendant 24 heures. Si la teneur en P lie n’a pas 
diminu6, la phosphorylase a bien B t B  dbsactivee. 

On ajoute alors d’acetate de magnesium en solution aqueuse par petites portions 
(en vCrifiant chaque foisavec un indicateur approprie (papier Lyphan) que le p~ ne tombe 
pas au-dessous de 8,5) jusqu’a ce que tous les phosphates aient B t B  prCcipit6s (16-17 gr. 
Xg-). On lave le prCcipit6 de phosphates 2 fois avec 300 cm3 d’eau Egkrement ammonia- 
cale. On dose le P libre (il doit &tre 0) et le P total (aprks hydrolyse d a m  de l’acide per- 
chlorique n. pendant 15 minutes L looo). Nous trouvons 3,35gr. de P correspondant 
L 40gr. de C,H1,OsO-PO,K,, 2 H,O. 

La solution est concentrCe dans le vide A 1,’4 de son volume. Pour b i t e r  une hydro- 
lyse de l’ester par une action trap prolongee de la temperature CievBe, on Bvapore en 
petites portions (500 cm3) dans un bain d’eau ne depassant pas 35O. Par suite du depart 
de I’ammoniac un PH de 53-6,s s’etablit. On ajoute alors une solution aqueuse filtrCe 
et dialysCe de 4 gr. de (( Fermasol Standard )) dans 100 cm3 d’eau et abandonne pendant 24 
heures. 

Prkip i tn t ion  dzL sel de h n r ~ j ? ~ i i z  de l’ester. 
On sjoute un e x e s  de loo/, (par rapport L la quantite calculee d’aprhs la teneur 

en P) de (CH,C0,),Ba,H20 en solution aqueuse a 3096 (env. 100cm3). On introduit 
alors en mince filet et sous forte agit,ation du m6tlianol pur (7  vol. pour 4 vol. de la solu- 
tion); on centrifuge, on lave le prCcipit6 3 fois au m6thanol dilu6 (7  m&h. +4 H,O). Le 
prCcipit6 est dissous dans 400 em3 d’eau, le rCsidu 6puisP 3 fois avec 50 cm3 d’eau est 
jet&. On dose la teneur en Ba et en P; les dosages doivent concorder. (Nous trouvons 
au total 2,5 gr. P et  11 gr. Ba.) 

Prdpnrntiori d u  sel potnss ipc .  
La quantitk de IC,SO,, exactement calculee pour prbcipiter le Ba.. est dissoute e t  

ajoutCe lentenient i temperature ordinaire sous forte agitation. On centrifuge, lave le 
prC.cipitC, et contrrile l’absence de Ba.. et de SO,”. 

On concentre dans le vide jusqu’h environ 330 cm3 en obserrant les m6mes prd- 
cautions que la premi&re fois. 

Lc sel potavsique de l’ester est alors prCcipitB tres lentement et sous agitation par 
1 volumes d’acgtone pour 1 volume de solution. Le produit brut ainsi obtenu est filtr6, 
lave a l‘scetone A SO;/,, sech6 d a m  le vide et  chauffk dans un ballon dans le vide de 1s 
trompe h eau pendant 15 minutes h YOo C. pour d6sactiver des traces d’a-amylase. Rende- 
ment: environ 30 gr. 

Le produit brut est dissous dans 200 om3 d’eau h 35O et  agit6 pendant 5 minutes 
avec du charbon actif (3  gr.) lave prealablement a l’eau distillbe. On filtre et on obtient 
une solution tout L fait limpide colorCe en jaune p81e. On concentre dans le vide 35O 
et sous 10 mm. Hg dans un ballon h col large de 500 om3 jusqu’a ce que des cristaux 
commencent a se deposer sur les parois du ballon. On interrompt la concentration et  on 
ajoute avec prkcaution et goutte goutte de I’acCtone jusqu’au lCger trouble persistant 
et on laisse reposer une nuit L la glacikre. Les cristaux parfsitement blancs sont filtrks, 
laves a Ilacktone, puis ti Yether, et s6ch6s a l’air. (Rendement 14,s gr.) Les eaux-mbres 
sont Bvaporees jusqu’au debut de cristallisation, additionnkes #acetone jusqu’a persis- 
tance du trouble et laissees une nuit a la glaciere (4,5gr.). Si on traite les deuxibmes eaux- 
mAres de la m&me faGon, on obtient encore quelques cristaux moins purs. 

Laboratoires de Chimie inorganique et organique 
de 1’Cniversitk de G e n h e .  


