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228. Sur les enzymes amylolytiques VII). 
L’isophosphorylase 

par P. Bernfeld et  A. MeutBmBdian. 
(1 IX 48) 

La decouverte du glucose-l-phosphate par Cori, les travaux de 
Gori, ceux de Hanes, de Kiessling, de Hchiiffner, et ceux de Parnas 
sur la transformation du glucose-l-phosphate en glycoghne ou amidon : 
glucose-l-phosphate z= glycoghne (ou amidon) + phosphate, sont les 
travaux fondamentaux effectues dans le domaine de la synthhse 
biologique des polyglucosanes. L’enzyme qui intervient dans la forrna- 
tion de ces polysaccharides est la phosphorylase. 

L’action de la phosphorylase de muscle cristallisee ou de la phos- 
phorylase de pomme de terre purifide, sur le glucose-l-phosphate, 
ne produit pourtant ni du glycoghne ni de l’amidon (amylopectine), 
mais un polysaccharide non ramifid du type de Pamylose, eontenant 
uniquement des liaisons CX-1, 4-gluco~idiques~). D’autre part, des poly- 
saccharides ramifids, ressemblant au glycogbne, sont form& par 
l’action d’extraits bruts de muscle3), de levure4) ou d’extraits bruts 
de cceur, de cerveau et de foie5) sur le glucose-l-phosphate. 

Quelle difference y a-t-il entre la synthkse des polysaccharides 
ramifies et celle de l’amylose? Meyer et BernfeW) ont demontr6 
en 1942 que la levure contient un enzyme qui scinde, par action 
phosphorolytique, les liaisons ~~-1,6-glucosidiques terminales de la 
dextrine residuelle. 11s admettent que l’action de cet enzyme est 
reversible, c’est-a-dire que cet enzyme est aussi capable de former des 
liaisons ~~-1,6-glucosidiques. Ces auteurs concluent que la synthkse 
des polysaccharides ramifies est le resultat de l’action simultade 
de deux enzymes differents: l’un est la phosphorylase dont la spkcifi- 
cite pour les liaisons ~~-l,4-glucosidiques est connue, et l’autre une 
phosphorylase specifique pour les liaisons a-l,6-glucosidiques. E n  
effet, en 1943, Cori trouve dans les extraits de foie et de cceur un 
_______ 

l) Vme communication, Helv. 31, 1423 (1948). 
2, W .  2. Hasaid, G. T. Cori et R. M .  McCready, J. Biol. Chem. 148, 89 (1943); 

C.S .  Hanes, Proc. Roy. Soc. London [B] 128, 421 (1940); 129, 174 (1940). 
3, W. KiessEing, Biochem. Z. 302, 50 (1939). 
4, A. Sehajfner et  H .  Specht, Naturwiss. 26, 494 (1938); W .  Kiessling, Naturwiss. 27, 

5, G.  F. Cori et  C .  F.  Cori, J. Biol. Chem. 135, 733 (1940); R. S. Bear et  C. F. Cori, 

6, K .  H .  Meyer et  P. Bernfeld, Helv. 25, 399 (1942); 25, 404 (1942); K.  H .  Meyer, 

129 (1939). 

J. Biol. Chem. 140, 111 (1941). 

Adv. Enzymol. 3, 109 (1943). 
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enzyme qu’il appelle branching factor1). I1 constate que l’action com- 
mune de ce branching factor et de la phosphorylase de muscle cristal- 
lisee sur le glucose-1-phosphate provoque la formation de glycoghne. 
En 1944, Haworth, Peat et Bourne2) annoncent l’existence d’un 
enzyme semblable dans la pomme de terre, qu’ils appellent ((Q-en- 
~yrne) )~) .  Leur ((Q-enzyme)) possbde en outre une action a-amyla- 
tique4). 

Dans le present travail, nous avons entrepris une etude de l’en- 
zyme responsable de la formation et de la scission des liaisons a-1,6- 
glucosidiques 5 ) .  

Nous proposons d’appeler cet enzyme ou ce groupe d’enzymes 
((isophosphory2ase)). Car, comme nous allons le montrer par la suite, 
son action est analogue B celle de la phosphorylase. 

Mdhode d’identification et de dosage de Z’isophosphorylase. 
Nous nous sommes servis de la methode decrite par Meyer et 

Bernfeld en 19426). Le principe en est le suivant: en faisant agir 
de l’isophosphorylase sur de la dextrine residuelle, produit final de 
la degradation /?-amylatique de l’amylopectine (structure, voir 
figure l), des liaisons terminales a-l,6-glucosidiques sont scindees si 
du phosphate minhral est prhsent. Des chaines a-l,4-glucosidiques, 
protegees jusqu’ici contre l’action /?-amylatique par la presence d’nne 
ramification, peuvent maintenant &re degradees par la /?-amylase. 

Nous faisons donc agir un melange d’isophosphorylase et de 
/?-amylase sur la dextrine residuelle en prhsence de phosphate, et nous 
determinons PA quantite de maltose libere par l’action combinhe de 
ces deux enzymes. Simultanement, nous effectuons un essai parallele 
dans les m4mes conditions, mais sans addition de phosphate mineral. 
L’isophosphorylase ne pouvant pas reagir en absence de phosphate, 
une augmentation du pouvoir reducteur dans ces conditions indique 
la presence d’une a-amylase’). Le tableau 1 rapporte les rhsultats d’un 
essai de dosage de l’isophosphorylase. 

La faible degradation de la dextrine residuelle sans addition de 
phosphate (tableau 1, dernibre colonne) est due ici a la presence de 
faibles traces de phosphate dans les solutions de dextrine rAsiduelle, 
de @-amylase et d’isophosphorylase. Notre isophosphorylase ne con- 
tient pas d’a-amylase, comme nous allons le montrer plus bas. 

1) G .  T. Cori et C.F. Cori, J. Biol. Chem. 151, 57 (1943). 
2 )  W .  N .  Haworth, 8. Peat et E. J .  Bourne, Nature 154, 236 (1944). 
3, E. Bourne e t  8. Pent, Soc. 1945, 877; E .  Bourne, A. Macey et 8. Peat, Soc. 

4)  8. Peat, E. Bourne e t  8. -4. Barker, Nature 161, 127 (1948). 
5 )  Communication preliminaire : P.  Bernfeld et ,4. MeuthLdian, Nature 162, 297 

6 )  K.  H .  Meyer e t  P .  Bernfeld, Helv. 25, 399 (1942). 
7) P .  BernfeZtE et P .  Giirtler, Helv. 31, 106 (1948). 

1945, 882. 

(1948). 
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Tableau 1. 

Degradation de la dextrine residuelle 
Solution par la ,&amylase 

d‘isophosphorylase -- - 

~~~1~ 

-- 

ajoutbe 

o cm3 1 o % 
0,3 cm3 43% i 0,5 om3 7,5% I I 

Puree de l’essai: 2 heures; t = 20O; pR = 6,6. 

On voit que la difference entre la valeur reductrice en presence 
de phosphate et celle en absence de phosphate mineral est propor- 
tionnelle h la concentration de l’isophosphorylase. 

I1 est evident que cette methode de dosage est specifique pour 
une phosphorylase s’attaquant aux liaisons rx-l,6-glucosidiques. 

La m6thodc utilisee par Coril) pour identifier son (( branching factor 1) est bashe 
sur le fait que la vitesse de reaction catalysec par la phosphorylase (formation de poly- 
saccharides ti partir du glucose-1-phosphate) depend dans une certaine limite dc la quan- 
titi5 de groupes terminaux non rkducteurs du polysaccharide d6jlt pr6sent2). En &ant 
de nouvellea ramifications et, partant, de nouveaux groupes terminaux non reducteurs, 
l’action de l’isophosphorylase a pour effet d‘augmenter la vitesse de reaction de la phos- 
phorylase. Cette augmentation progresse autocatalytiquement. Cependant, la p&sence 
d’une a-amylase a le m6me effet. Car, son action augmente kgalement le nombre dea 
groupes terminaux. Cette mBthode ne permet donc pas de distinguer l’action d’une 
a-amylase de celle de l’isophosphorylase. 

La pr4parutio.n de l’isophosphorylase. 

Comme materiel de depart pour la preparation d’isophosphory- 
lase, nous avons choisi le sue de pomme de terre. Nous avons mis au 
point une methode qui permet d’obtenir l’isophosphorylase de pomme 
de terre tr&s enrichie et exempte de phosphorylase et d’or-amylase. 

La preparation et  la purification se font en six stades: lo obtention d‘un suc de 
pomme ae terre aprks inhibition par l’acide cyanhydrique de la polyph6noloxydase3) ; 
2’ 6limination du phosphate mineral; 30 precipitation de l’isophosphorylase Q pn 7 par 
l’ac6tone it 32% ; 4 O  Blimination d‘impuretes solubles dans l’eau pure (a-amylase, phos- 
phatases, autres proteines facilement solubles, acetone, sels, etc.) par des lavages r6petes 
du pr6cipitk it l’eau pure; 5 O  extraction de l’isophosphorylase par line solution saline a 
pH 10; ga obtention dune poudre sbche par congelation ti - 70O ct sublimation de la glace. 
On obtient ainsi une poudre blanche, soluble dans l‘eau, contenant des protkines et  
beaucoup de sels et dont l’activite isophosphorolytique persiste pendant plusieurs se- 
maines ti 00. 

l) c f .  T. Cori et C. P. Cori, J. Biol. Chem. 151, 57 (1943). 
2, G. T. Cori, M .  A.  Swanson et C. F. Cori, Federation Proceedings 4, 234 (1945); 

3, F.  Kubouitz, Biorhem. Z .  292, 221 (1937); 299, 32 (1938). 
H. A .  Swanson et C. F.  Cori, J. Biol. Chem. 172, 815 (1948). 
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Purete’ enxyrnatique de notre dsophosphorylase. 
Notre isophosphorylase ne contient pas de phosphatases, puisque 

son action sur le glycdrophosphate est nulle. En outre, elle est exempte 
d’wamylase. En effet, un empois d’amidon ne subit aucune diminution 
de sa viscosite en presence de notre enzyme. D’autre part, notre iso- 
phosphorylase ne contient pas de phosphorylasel), car la quantite de 
phosphate qu’elle libkre a partir du glucose-1-phosphate en presence 
de glycogkne ou d’amylose est la mi3me en absence et  en presence 
de phloridzine. Si notre enzyme contenait de la phosphorylase, celle-ci 
serait inhibde par la phloridzine et l’action sur le glucose-1-phosphate 
serait plus faible en presence de cet inhibiteur qu’en son absence (voir 
aussi communication suivante2)). 

L’action de l’isophosphor ylnse. 
1 0  Phosphorolyse: la facult6 de l’isophosphorylase de scinder des 

liaisons cc-l16-glucosidiques par phosphorolyse est prouvee par son 
comportement vis-B-vis de la dextrine rdsiduelle. Notre methode de 
dosage est, en effet, spdcifique pour une telle action. Cependant, cette 
action semble &re limitde aux liaisons cc-l16-glucosidiques se trouvant 
dans le voisinage immddiat de liaisons a-1’ 4-glucosidiques, comme 

d - c -  
Fig. 1. 

Dextrine rdsdduelle. 
0 Reste de glucose. 

CaX, Liaisons cr-1,4-glucosidiques. 
0-0 Liaison a-l,6-glucosidique. 

Groupe terminal r6ducteur. 
Liaison pouvant btre scind6e par I’isophosphorylase. 
Liaison ne pouvant pas btre scind6e par l’isophosphorylase. 

_j 

I )  Voir aussi S. Hestrin, Brewers Digest 23, 46 (1948). 
2 )  Helr. 31, 1735 (1948). 
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c’est le cas dans la dextrine residuelle (voir figure 1). Nous avons, 
en effet, trouvh que l’isophosphorylase n’attaque pas du tout un 
polysaccharide ne contenant que des liaisons a-1,6-g1ucosidiques7 
comme Ie dextrane de bacteriel). 

En outre, l’action phosphorolytique de l’isophosphorylase est 
limitee aux seules liaisons a-1, 6-glucosidiques terminales. Car nous 
trouvons qu’un empois d’amidon ne subit aucune diminution de sa 
viscositb en presence de notre isophosphorylase. Celle-ci ne peut done 
pas scinder des liaisons situees Q l’interieur de la molecule d’amylo- 
pectine ou de dextrine r6siduelle (voir figure 1). 

Ce comportement de l’isophosphorylase est tout Q fait analogue 
a celui de la phosphorylase. En effet, ce dernier enzyme ne dbtache 
que les restes de glucose terminaux non r6ducteurs2). I1 ne possbde, en 
revanche, aucune action sur la dextrine residuelle. 

H O - ~ ~ ~ - ~ - > ~ ~ ~ ~ - < - ~ - ~ - < ~ - ( - ~ ~ ~ .  I . 

/ - O  /-0 /-0 
CH,OH CH,OH 

/ ,/-0 /- / - O  
CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH CH, 

I 

HO--<->-O(o)O(-) -0 
/-0 /- /-0 .1. 

~- I CH,OH ?I CH,OH ?CH,OH 
Action de la phosphorylase sur l’amylopertine. 

TJ. Ces liaisons peuvent &re scindbes, l’une apres l’autre, par la phosphorylase. 
+ Ces liaisons ne peuvent pas &re scindbes par la phosphorylase de pomnie de trrre. 

Ce mode d’action de la phosphorylase de pomme de terre a B t B  
r6cemment confirm6 par Katx, Hassid et Doudoroff3), ainsi que par 
Swanson 4). 

2 O i3ymthBse: aucune reaction n’a lieu quand on met l’isophosphory- 
lase en contact avec du glucose-1-phosphate. Ceci n’est pas Btonnant 
puisque, inversement, cet enzyme n’exerce aucune action phosphoro- 
lytique sur un polysaccharide possedant uniquement des liaisons 
a-l,6-glucosidiques (dextrane). Par contre, en prbsence d’amylose ou 
de glycoghe, l’isophosphorylase libhre du phosphate Q partir du 
glucose-1-phosphate. L’action synthetisante de l’isophosphorylase ne 
s’effectue done qu’en presence de polysaccharides ou d’oligosaccha- 
rides possedant des liaisons a-l,4-glucosidiques. Elle constitue ainsi 
la reaction inverse de la phosphorolyse des liaisons a-l,6-glucosidiques 

l) W. 2. Hassid et H .  A. Barker, J .  Biol. Chem. 134, 163 (1940); nous remercions 
M. le Prof. Hamid d’avoir bien voulu mettre A la disposition de notre laboratoire un 
6chantiIIon de dextrane. 

,) K .  H .  Meqer et P. Bernfeld, Helv. 25, 399 (1942). 
3, J .  Katx, W .  2. Hassid et M .  Doudoroff, Nature 161, 96 (1948). 
4, M .  A. Swanson, J. Biol. Chem. 172, 805 (1948). 
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terminales de la dextrine residuelle. La reaction catalyde par l’isa- 
phosphorylase est donc reversible. 

3O Sche‘rna de la  re’action: en combinant les phenombnes deerits, 
nous arrivons au schema suivant de la reaction catalysee par l’iso- 
phosphorylase : 

. . . oQ-o-~>-o-$--o. . . + H O - $ ~ - P O ~ H ,  T 

CH,OH 

. . O--(->-.j>-O<~>-O.. . + HO-P0,H2 

/-O 
CH,OH CH,OH 

/ 
CH,OH 

/ 
CH,OH 

J - O  
CH20H Ho<>T / 

CH,OH 

Cette reaction est tout Q fait analogue Q celle catalysde par la 
phosphorylasel). 

Action simzcltane’e de l’isophosphorylase et de’ la phosphorylase. 
En faisant agir un melange de ces deux enzymes sur le glucose-l- 

phosphate, on obtient un polysaccharide donnant une coloration 
violacee, violette ou pourpre avec l’iode (voir communication suivante) 
L’action de la phosphorylase seule produit, comrne on le sait, un poly- 
saccharide donnant une coloration bleue avec l’iode. 

D’autre part, en faisant agir le melange des deux enzymes sur 
l’amylose, on observe qu’en presence de phosphate mineral la colo- 
ration Q l’iode de la solution du polysaccharide subit un changement. 
Elle est bleue au debut (amylose) et correspond Q la couleur du tube 
no 1 de 1’6chelle de comparaison2). Aprhs quelque temps, elle passe 

Tableau 2. 

1 En nrksence de phosphate 
{lose*) 

En absence de phosphate 
< 0,Ol P/amyIose*) 1 -  1,35 P/a 

Limite de 
degradation 

par 1s 
/?-amylase 

- 
en Coloration B 

heures l’iode et “I 
Coloration B Limite de 
l’iode et No dkgradation 
de 1’6chelle par la 
des couleurs b-amylase 

- 

0 
24 
72 

144 

de 1’Bchelle 
des couleurs 

bleu 1 
violet 5 
pourpre 7 
pourpre 7 

- 

*) Moles de phosphate par dquivalent de glucose du polysaccharide. 

1) G .  T .  Cori, 171. A .  Swanson et C.  P. Cori, Federation Proceedings 4, 234 (1945). 
2) P. Bernfeld et M .  Fuld, Helv. 31, 1420 (1948). 

109 
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au violet (tube no 5 de 1’6chelle) pour devenir finalement pourpre 
(tube no 7). En outre, le polysaccharide r6sultant de cette action 
des deux enzymes sur l’amylose n’est degrade qu’B 65% par la 
@-amylase, alors que l’amylose, avant d’avoir subi l’action des deux 
phosphorylases, pouvait &re converti B looo/, en maltose par la @- 
amylase. En absence de phosphate min6ra1, aucune action n’a lieu 
(voir tableau 2). 

Ces faits indiquent que l’amylose a dB &re transform6 en amylo- 
pectine par l’action combinhe de la phosphorylase et de l’isophos- 
phorylase. Connaissant le mode d’action de ces deux enzymes, nous 
arrivons au schema suivant de cette transformation : 

HO-PO,H, t H O < > O - O - C > - O - ( - > O .  . . 
/-0 ,-0 ,-0 /-0 /-0 
CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH 

amylose 
reaction I t 4 phosphorylase 

HO-Q-O-PO~H, + HO- Q-o-~-o-Q-o-(>-o~.  4 

/ /-O ,’ /-O 
CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH 

/ 
CH,OH 

reaction I1 t $ isophosphorylase 

HO-POSH, t H O ~ - O < > O ~ - < - > O .  . . 
/ / ,--0 / - O  

CH,OH CH,OH CH,OH CH, 
HO-<>-O I 

CH,OH /-O 

reaction 111 f 4 phosphorylase 

HO-(7-0-PO,H, t HO- < - P - ~ > o - < > o - *  * 

/-O / / - O  
CH,OH CH,OH CH, 

/-O 
CH,OH 

I 
H O - Q - 0  / 

CH,OH 
reaction IV t 4 phosphorylase 

HO-POSH, + HO-<-P-<-P<?-O. . . 
,-0 /-0 / 

C/H,OH C/H,OH C/H, 

CH,OH CH,OH 
am ylopectine 
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D’abord, la phosphorylase agit sur l’amylose en formant du 
glucose-1-phosphate (reaction I). Celui-ci est utilise ensuite par l’iso- 
phosphorylase pour synthdtiser des liaisons de ramification (reaction 
11). L’isophosphorylase Cree ainsi des embranchements qui donnent 
naissance, par la suite, 8, de nouvelles chaines rx-l,4-glucosidiques 
gr$ce 8, l’action de la phosphorylase (reactions I11 et IV). 

En faisant agir, au contraire, le melange des deux enzymes sur 
le glycoghne, aucun changement de la couleur 8, l’iode n’a lieu. I1 
en resulte qu’en presence d’un melange de phosphorylase et d’iso- 
phosphorylase 1’6quilibre entre l’amylose et le polysaccharide ramifie 
se trouve en faveur de ce dernier. 

Peat et col1.l) interpretent la transformation de l’amylose en amylopectine d‘unc 
fapon tout L fait diffhrente. 11s admettent qu’il y a d’abord une degradation hydrolytiquc 
de l’amylose en chaines plus courtes. Puis il y aurait une resynthbse qui fournirait un 
polysaccharide ramifi6, B partir de ces petites chahes d‘amylose. Une telle action nous 
semble impossible du point de vue Bnerghtique. 

L’importance de Z’isophosphorylase. 
Si 17isophosphorylase venait 8, manquer complBtement dans les 

tissus, la formation des polysaccharides de reserve habituels, l’amidon 
et  le glycoghne, serait remplacee par la formation d’un autre poly- 
saccharide, non ramifie, l’amylose. On sait que l’amylose posshde une 
forte tendance a former des cristallites. Quand l’amylose n’est pas 
accompagne de polysaccharides ramifies, ces cristallites sont trbs 
peu solubles dans l’eau et ils rdsistent 8, l’action enzymatique2). Une 
utilisation rapide et rationnelle d’un tel hydrate de carbone de 
reserve en cas de besoin ne serait donc gukre possible. 

Partie expbrimentale. 
Dosage de  l’isophosphorylase. 

Solutions : 
1 0  Tampon de phosphate 0,2-m., pH 6,7: on dissout 3,5620 gr. PO,Na,H, 2 H,O 

et 2,7228 gr. PO,KH, dans de l’eau et  complbte a 200 cm3. 
2 O  Tampon d’acetate 0,2-m., pH 6,7: on dissout 5,50 gr. CH3C02Na, 3 H,O dans 

un peu d’eau, ajoute 1,0 cm3 CH,CO,H 0,25-n. et complete L 200 om3. 
3” Solution de dextrine rhsiduelle: 80 mgr. de dextrine residuelle de ma& preparee 

selon3) sont dissous dans 10 cm3 d’eau. Cette solution doit atre fraichement prhparhe le 
jour du dosage &me. 

4 O  Solution de p-amylase: une solution preparee selon4) est diluhe 1 A 20. Activit6*) : 
1 01113 donne environ 1 mgr. de maltose en 3 minutes B 20°. 

5 0  Solution alcaline d’acide dinitrosalicylique, pr6parhe selon3). 

1) S. Peat, E .  J .  Bourne et S. A .  Barker, Nature 161, 127 (1948). 
2,  M .  Samee, Z. physiol. Ch. 263,17 (1940); P .  Bernfeld et H .  Studer-P&h, Helv. 30, 

3, G. Noelting et P .  Bernfeld, Helv. 31, 286 (1948). 
4, Helv. 31, 106 (1948). 

1895 (1947). 
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Mode opdratoire : 
Avec des pipettes graduees de 1 cm3, on introduit respectivement les solutions e t  

de l'eau dans 6 Bprouvettes, selon les indications du tableau 3. On commence par les SO- 

lutions de tampon, puis on continue dans l'ordre des colonnes du tableau de gauche ir 
droite. 

Tableau 3. 

I 
I1 

I11 
1v 
V 

VI  

___ 
0,5 cm3 

0,5 cm3 

Sol. 2 
Tampon 
d'acetate 

0,5 em3 

Sol. d'iso- 
phosphorylnse 

A doser 

0,5 cm3 
0,5 om3 
0,5 cm3 
0.5 om3 

0,5 cm3 
0,s em3 
0,5 em3 0,5 om3 

1,5 em3 
1,5 om3 
2,O cm3 

0,5 cm3 
0,5 cm3 

0,5 cm3 

AprBs 2 heures de repos ti 20°, on arrbte la reaction en ajoutant chaque tube 2 cm3 
de 5. On plonge les Bprouvettes dans de l'eau bouillante pendant 5 minutes, puis refroidit 
e t  dilue chaque solution avec 20 om3 d'eau. On determine les extinctions dans le colori- 
metre photo-Clectrique Klett-Summerson en utilisant le filtre vert No 54, on soustrait 
l'extinction du tube V I  de celle de chacun des tubes I, 11, 111, I V  et  V et  on obtient la 
valeur de reduction de ces tubes que l'on exprime en mgr. de maltose selon une courbe 
&talon. 

Les diffkrences des valeurs de reduction suivantes expriment alors : 
1-11: la degradation de la dextrine residuelle par la ,%amylase, due iL l'action 

d'isophosphorylase. 
11-111: la degradation de la dextrine risiduelle par la ,%amylase, due B l'action 

d'une a-amylase. Cependant, les solutions 3 e t  4 contiennent des traces de phosphate 
difficiles A iliminer, qui occasionnent une faible degradation de la dextrine rbsiduelle en 
absence d'a-amylase. 

111-IV: la degradation de la dextrine risiduelle par la B-amylase seule. Si cette 
valeur est superieure B 0,04 mgr. de maltose (1% de degradation), l'essai est it recom- 
mencer avec une solution fraiche de dextrine residuelle. La difference des tubes 111-IV 
comprend kgalement la valeur blanc de la solution de /?-amylase; elle est nulle pour 
notre solution 4. 

Prdparalion de I'isophosphorykzse. 
lo SUC de pomme de terre: des pommes de terre (janvier B mai) sont pelees puis 

lavkes plusieurs fois & l'eau distilke. On les coupe en tranche8 fines que l'on immerge 
immkdiatement dans une solution de CNK a portke prbalablement it pH 7,O par 
addition de CH3C0,H. Le volume de cette solution doit &re suffisant pour recouvrir 
entihrement les pommes de terre. 

Toutes les opkrations suivantes sont effectuees B basse tempbratwe, entre 0 et 4 O .  
On laisse reposer 12 heures, puis on decante la solution, lave les morceaux plusieurs 

fois B l'eau distillee e t  les broie finement Q la machine A hlcher. La puree jaune clair 
ainsi obtenue est centrifugee pendant 10 minutes A 3000 tours/min. e t  on recueille la 
solution jaune clair surnageante (300 om3 environ A partir de 1 kg. de pomme de terre; 
pH entre 5,8 e t  6,l; teneur en P mineral: 0,3 mgr./cm3 environ). 

2 O  Elimination du phosphate mineral: 250 om3 de cette solution sont porths a pH 8 
par lente addition de NH,OH 2-n. sous faible agitation. On ajoute alors goutte iL goutte 
20 cma d'une solution d'acetate de magnesium A 25%. Le pH est maintenu B 8 pendant 
cette operation par l'adjonction de NH,OH 2-n. si nkcessaire. I1 se forme un precipit& 
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floconneux abondant, contenant du phosphate de magnBsium e t  des protbines ne possBdant 
pas d’activitB isophosphorolytique. On agite encore pendant 15 minutes, puis on laisse 
dBposer pendant une heure, centrifuge pendant 15 minutes e t  recueille la solution sur- 
nageante. Elle contient encore 40 It 80 y de P minBral par cm3. On ajoute L nouveau 
20 cm3 de la solution d‘acetate de Mg it 25% en ajustant le pH it 8 comme prbckdemment, 
puis on laisse d6poser une heure. On &mine alom le pr6cipit6 cristallin de P04MgNH, 
par une courte centrifugation et  on rbp&te encore deux fois le traitement L l’acbtate 
de Mg. On arrive ainsi L une solution contenant moins de 8 y de P minBa1 par cm3. L’ad- 
dition d’une cjuantitB Bgale de la solution d‘acktate de Mg en une seule fois Bliminerait 
beaucoup mbim de phosphate. 

3 O  PrBcipitation acetonique: on neutralise la solution (310 cm3) it pH 7 par addition 
de CH,CO,H n., puis on ajoute lentement e t  sous faible agitation 145 cm3 d’acbtone. 
I1 se forme un prbcipite floconneux. On centrifuge 10 minutes it 3000 toursjmin. e t  on 
jette la solution surnageante. 

4O Lavage du pr6cipitk: on triture le prBcipitB dans le tube de centrifugation avec 
20 em3 d’eau distill6e et  centrifuge pendant 15 minutes it 3000 tours/min. Le liquide 
surnageant limpide est jet6 e t  le prbcipitB est encore trait4 deux fois de la meme fapon. 

5 O  Extraction du pr6cipitb: le prbcipitb encore humide est suspendu dens 20 cm3 
d’une solution de ClNa m. e t  le pH de cette suspension est port6 L 10 par addition lente 
de NH,OH n. sous faible agitation. AprAs 10 minutes, on centrifuge ii 16000 toum/min.; 
cette vitesse est atteinte apr& 5 minutes environ, puis on laisse it cette vitesse pendant 
10 minutes. Au cows de cette opkration, la temperature du liquide peut atteindre de 
30 it 35O. On recueille la liqueur surnageante, la refroidit et la neutralise par addition de 
CH3C0,H 0,5-n. Elle contient 1,9 mgr. d’azote par cm3. 

6 O  Poudre sAche: on transvase cette solution dans une capsule en verre d’I6na de 
50 cm3, couvre par un verre de montre e t  plonge la capsule dans un mklange de neige 
carbonique et d‘acbtone it - 70° C. AprAs 10 minutes, on place la capsule dans un dessi- 
cateur, contenant du silicagel bleul) et Bvacue rapidement L la trompe L mercure jusqu’L 
une pression de 0 ,Ol  mm. Hg. La solution ne doit pas dBgeler. Apr& 24 heures, on obtient 
de 1 it 1,5 gr. de poudre sAche. 

Vkrification de l’absenee d’u-amylase. 
On chauffe 135 cm3 d’eau iL l’Bbullition, ajoute 15 cm3 de solution de tampon de 

phosphate (solution I de cette communication), puis, sous forte agitation, une suspension 
de 2,5 gr. d‘amidon de pomme de terre dans 5 cm3 d’eau froide. On maintient une faible 
Bbullition pendant 10 minutes sous forte agitation, puis on refroidit. L’empois doit 6tre 
prBpar6 le jour m6me de la mesure viscosimbtrique. 

Un mklange fraichement prepari: de 5 cm3 de cet empois et de 0,5 cm3 de la solution 
d‘isophosphorylase (d’une concentration Bgale L celle utilisbe pour le dosage d’activitk) 
est placB dans un viscosimAtre d‘Ostwald, se trouvant dans un thermostat L 20°. On mesure 
le temps d’6coulement de cette solution en fonction du temps de reaction (le temps de 
reaction t = 0 est le moment du melange de l’empois avec l’enzyme). EimultanBment on 
effectue un essai analogue avec un melange de 5 om3 d’empois e t  0,5 cm3 d‘eau (voir 
tableau 4). 

Tableau 4. 

____________ 

5 min. 4 3  
499 
4,65 

85 ., 495 

I )  ,,Blaugel“ de la maison Chemische Fabrik, Uetikon. 
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Transformation de l'amylose en amylopectine. 
Solution de phosphorylase de pomme de terre, preparee selon les indications de Meyer 

Solution d'isophosphorylase: on dissout 400 mgr. de poudre sbche dans 5 cm3 d'eau. 
Solution d'amylose: 100 mgr. d'amylose de mais, fraction A de Schoch2), sont 

humectes par 0,5 om3 d'eau, puis triturhs avec 5 cm3 de NaOH 2-n. it 30 b 40° jusqu'8 
dissolution complbte, e t  la solution est compl6t6e k 25 om3. 

Rhction en pe'sence de phosphate: b 10 om3 de la solution alcaline d'amylose, on 
ajoute goutte k goutte 38 cm3 de C1H 0,l-n., puis successivement 20 om3 d'une solution 
de PO,NaH, 0,015-m., 3 cm3 de la solutiori de phosphorylase, 1 01113 de la solution d'iso- 
phosphorylase, 8 cm3 d'eau et  trois gouttes de tolubne. Le pEI de cette solution est de 6,8, 
sa teneur en phosphate de 0,116 mgr. P par cm3 = 3,75-10-3 molaire, e t  sa teneur en 
polysaccharide de 0,05% = 2,78*10-3 mol. par rapport aux restes de glucose. 

Rkaction en absence de phosphate: k 10 om3 de la solution alcaline d'amylose, on 
ajoute goutte B goutte 36 cm3 de C1H 0,1-n., puis successivement 18 cm3 d'une solution 
de vhronal-Na 0,143-m., 10,5 cm3 d'acide acetique 0,25-n., 3 om3 de la solution de phos- 
phorylase, 1 cm3 de la solution d'isophosphorylase, 1,5 cm3 d'eau et  trois gouttes de 
toluhe. Le pE de cette solution est de 6,8, sa teneur en phosphate est inferieure B 2 y P 
par cm3 = < 0,065-10-3 mol. e t  sa teneur en polysaccharide est de 0,05% = 2,78-10-3 
mol. par rapport aux restes de glucose. 

Les deux melanges de reaction sont gardes dans le thermostat k 20°. A des inter- 
vallcs diffhrents, on determine la coloration B l'iode en ajoutant b une prise de 1 cms du 
melange trois gouttes d'une solution de I, 0,01-n. dans IK. On compare la teinte obtenue 
8. l'echelle des couleura3). En outre, on determine la limite de degradation par la /?-amylase. 
On prdbve une prise de 40 cm3 du melange, que l'on rajennit par adjonction de 1 cm3 
de NaOH 2-n. Puis on fait couler cette solution dans une solution de B-amylase en excbs 
et tamponnee comme dbcrit pr6c6demment4). Les resultats se trouvent dans le tableau 2. 

Nous tenons 8. remercier M. le Prof. Kurt H. Meyer de ses prkcieux conaeils et de 
l'intbrgt qu'il a port6 a ce travail. 

Ces recherches ont &ti: encouragees par des credits ouverts par la Confederation 
en vue de creer des possibilites de travail. 

e t  de Trazl). 

RBSUMG. 
L'isophosphorylase est l'enzyme qui scinde et synthdtise les 

liaisons a-1, 6-glucosidiques de l'amylopectine et du glycogbne. 
L'isophosphorylase de pomme de terre a Bt6 prBpar6e et enrichie. 

Le produit obtenu est exempt d'a-amylase, de phosphorylase et de 
phosphatase. 

Une mdthode de dosage de l'isophosphorylase est decrite. Elle 
consiste a mesurer la quantite de maltose scindB de la dextrine 
rdsiduelle en presence de phosphate mineral par l'action combinde de 
l'isophosphorylase et de la @-amylase. En absence de phosphate, l'iso- 
phosphorylase ne peut pas agir; il n'y a done pas de formation de 
maltose. Ce dosage est spdeifique pour un enzyme phosphorolytique. 

I )  K. H .  Meyer et  Cl. de Traz, Helv. 27, 840 (1944). 
2, Th. J .  Schoch, Am. Soc. 64, 2957 (1942). 

4, Helv. 31, 106 (1948). 
Helv. 31, 1420 (1948). 
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L’isophosphorylase de pomme de terre scinde et synthetise 
uniquement des liaisons terminales et cela seulement dans le voi- 
sinage immbdiat de liaisons a-l,4-glucosidiques. 

L’action simultanee de la phosphorylase et de l’isophosphorylase 
sur le glucose-1-phosphate produit un polysaccharide ramifie. 

En presence de phosphate mineral, l’amylose est transform6 en 
amylopectine par l’action combinee de la phosphorylase et de l’iso- 
phosphorylase. En absence de phosphate, cette transformation n’a 
pas lieu. Le mecanisme de cette transformation est discute. 

Laboratoires de chimie organique et 
inorganique de l’Universit6 de Genbve. 

229. SUP les enzymes amylolytiques VIP). 
L’isophosphorylase et la formation de polysaeeharides ramifies 

par P. Bernfeld et  A. MeutBmBdian. 
(1 IX 48) 

Dans la communication precedentel) nous avons decrit la pr6- 
paration de l’isophosphorylase et la reaction catalysee par cet enzyme. 
L’action simultanee de l’isophosphorylase et de la phosphorylase sur 
le glucose-1-phosphate produit un polysaccharide ramifid (reaction 11), 
alors que la phosphorylase seule forme de l’amylose (reaction I). Ce 
mhme melange d’enzymes est capable, en presence de phosphate, de 
transformer l’amylose en amylopectine (reaction 111) : 

amylose + 
phosphate 

glucose-1 -phosphate 
phosphorylase + 
isophosphorylase 
(r6action 111) 

Y 
polysaccharide 

ramifi.4 + 
phosphate 

Dans le present travail, nous Btudions de quelle manibre le degr.6 
de ramification du polysaccharide synthetise est influence par le 

1) VIme communication, Helv. 31, 1724 (1948). 




