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Si cpa est 1'angle de /a et de /" defini par le cosinus reel positif
et inferieur ä 1'unite

cos (f, /«) on a aa cos <pa

II ne faut pas confondre les <pa avec les angles d'un meme
vecteur et des axes /a. On a:

^ aa ^ c°s2 9* (10) n=JJsin29a. (11)
a a a

Done s'il n'y a pas de residu h orthogonal ä tous les /", la
serie 10 est infmie et le produit II est nul. Les cpa ne tendent

pas assez rapidement vers y ; et les normes des restes

successes tendent vers zero

|| /«!| sin9o sin 9^

S'il y a au contraire un residu A ^ 0, les <pa tendent rapidement

vers y. Ceci dit pour le cas oü une infinite d'alpha

entrent en ligne, bien entendu.

Kurt-H. Meyer et Clement de Traz. — Methode de dosage et

enrichissement de la Phosphorylase de pomme de ierre.

L'enzyme appele Phosphorylase a ete recemment identifie
dans une serie d'organes animaux [1J: foie, coeur, muscle, etc.;
il a son representant dans le regne vegetal aussi: les travaux de

Hanes notamment, apres s'etre portes sur la Phosphorylase du

pois [2], se sont adresses ä celle de la pomme de terre [3], C'est

cette derniere qui fait l'objet de nos recherches.

La molecule del'amidon, soumise ä Faction de la Phosphorylase

de pomme de terre en presence de phosphore inorganique, se

scinde pour donner en premier stade Fester glucose-l-phospho-
rique, dit ester de Cori; cet eilet est reversible: Fester de Cori,

sous Faction de la Phosphorylase, reforme le polysaccharide
in vitro. S'agit-il de la Phosphorylase du foie, le polysaccharide
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synthetise colore l'iode eil brun, de Celle du muscle ou de la

plante, la coloration ä l'iode est bleue.
Selon la definition de Parnas [4], le mode d'action de l'enzyme

est une veritable «Phosphorolyse», les elements de 1'acide

phosphorique intervenant au meme titre que ceux de l'eau lors
d'une hydrolyse:

fC6Hn05 (C6HloV: (C6H10°4

Cori et ses collaborateurs, Kiessling, pour l'enzyme animal,
Hanes pour l'enzyme vegetal, ont notamment publie d'impor-
tants travaux sur la cinetique et l'equilibre de la reaction
globale:

Phosphorylase
I

Polysaccharide + P inorgan. <
' ester de Cori

Le röle coenzymatique de 1'acide adenylique a ete etabli

pour la Phosphorylase animale, nie pour le ferment vegetal [5];
Cori a montre en outre [6] que la reaction II (de droite ä gauche)

n'apparait qu'apres une « periode d'induction » notable; cette
derniere peut etre entierement abolie si 1'on introduit dans la
solution soumise ä l'incubation une faible quantite de glycogene.
Green et Stumpf [5] ont obtenu le meme resultat avec l'amidon,
aussi bien qu'avec la dextrine (voir notre methode de dosage).
Ce phenomene interessant indique que la reaction II est

autocatalytique. II n'y a pas de periode d'induction pour la
reaction I.

Methode de dosage.

Nous avons mis au point une methode basee sur la mesure
en un temps donne de l'accroissement du phosphore mineral
forme au cours de la reaction II. Le substrat, ester glucose-1-
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phosphorique, est prepare par synthese enzymatique ä partir
de I'amidon de pomme de terre, soumis, en presence de P

inorganique, a Faction du propre enzyme du tubercule. Gette

synthese, indiquee par Hanes [3] a ete revue par nous et modi-
fiee dans certains details. Nous avons choisi, en nous basant sur
une publication de Cori [3], une concentration en substrat de

17 mMol environ. Nous avons ajoute au substrat une petite
quantite d'amidon de Zulkowsky dans le but de supprimer la
periode d'induction, et du KF (10 mMol.); ce dernier reactif,
ä une telle concentration, inhibe ä 95-98% la phosphatase

accompagnant nos preparations de Phosphorylase, sans agir
sur cette derniere (voir plus loin).

Dans le but de verifier si la quantite de P libere dans un
temps donne est bien proportionnelle ä la concentration de

l'enzyme [6], nous avons procede ä 1'essai suivant:
Une preparation, prise comme temoin, nous a donne pour

diflerentes concentrations, en 20 min.:

1/2 cc enzyme conc. 1/1 1,6 mg P
1/2 »

1/2 »

1/2 »

1/2 0,80 »

1/4 0,37 »

1/8 0,19 »

Mode operatoire.

A. Substrat. — 700 mg du sei dipotassique (2H,0 crist.) de

Fester glucose-l-phosphorique sont dissous dans un peu d'eau;
on ajoute 2 cc. de tampon acetate-acetique M/1, de pH 6, 10 cc.

d'une solution de KF M/10, acidifie jusqu'ä pH 6 (20 gouttes
de CHjCOOH N/2) et complete ä 100 cc. Cette solution peut
etre conservee 15 jours ä la glaciere avec une goutte de toluene.

On fait par ailleurs une solution aqueuse (20 cc.) contenant
4 mg d'amidon de Zulkowsky par cc. (ne peut etre conservee,
ä la glaciere, que 4 ä 5 jours, avec toluene).

B. Incubation. — On introduit 9 cc. de la solution d'ester
de Cori dans une eprouvette, y ajoute 0,5 cc. de la solution
d'amidon de Zulkowsky et abandonne 15 min. au thermostat
ä 35°. On introduit alors 0,5 cc. de la solution de Phosphorylase
ä examiner; on preleve ä la 20me minute un echantillon de 2 cc.
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que l'on ecoule immediatement dans 2 cc. d'une solution ä 10%
d'acide trichloracetique; on porte ä 5 cc. le volume de 1'echan-

tillon apres 10 min. de repos, passe sur papier-filtre ordinaire
et dose colorimetriquement le P mineral.

II ne faut pas depasser une liberation de P de 1,8 mg. dans la
solution soumise ä l'incubation.

C. Dosage du phosphore par colorimetrie [7], — Solutions
necessaires:

1° Temoin, ä 0,01 mg P inorganique par cc.;
2° HC104 ä 60%;
3° Molybdate d'ammonium ä 5%;
4° Solution de 100 cc. contenant: 0,2 g. acide 1.2.4.amino-

naphtol-sulfonique; 12 g. NaHS03; 2,4 g. Na2S03. N'est

pas valable plus de 15 jours.

Exemple rf'analyse: prise de 1 cc. de la solution a doser;

porter ä 10 cc. environ, additionner successivement de: 1 cc.
solution 2°, 1 cc. solution 3°, 0,5 cc. solution 4°. La coloration,
developpee pleinement en 5 min. k temperature ordinaire, se

compare ä celle d'un echantillon temoin (solution 1°).

Amidon de Zulkowsky. — Ce produit a ete choisi pour des

raisons de bonne solubilite et de commodite d'emploi. Nous

avons examine son action catalytique dans le cas de la
Phosphorylase de pomme de terre (reaction II); les courbes suivantes
ont ete obtenues (voir p. 237).

Enrichissement de Venzyme.

Des pommes de terre saines sont pelees, broyees et pressees.
Le jus brut (5 kg. de tubercules donnent environ 21. de jus) est

dialyse 24 h. contre l'eau courante, puis concentre par congelation

jusqu'ä une teneur en produit sees de 4%.
300 cc. de jus, de pH 6, sont additionnes graduellement et

avec forte agitation, ä 0° C, de 255 cc. d'une solution saturee ä

0° C de sulfate d'ammonium, de pH 6 (concentration en sulfate:
46% de saturation); le precipite est centrifuge et jete.

La liqueur restante est ä nouveau additionnee dans les memes
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I: Pas d'adjonction d'amidon de Zulkowsky.
Adjonction de 0,12 °/00 amidon de Z.

» » 0,24 %0 » » »

II: A 0,50 %o amidon de Z.
B 1 °/00 » » »>

G 2 °/00 » » »
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conditions de 105 cc. dn meme reactif (conc. en sulfate: 54,5%
de la satur.); le precipite, centrifuge, repris par 100 cc. environ
d'eau distillee est dialyse 48 h. contre l'eau courante.

La solution est centrifugee, placee 24 h. au thermostat ä 35°

et centrifugee ä nouveau.'
Voici un exemple de bilan obtenu par ces operations:

Solution
Teneur

en
matteres

sÄches

gF Enrichis-
sement i

Rendement

Volume Gv
Activity Poids

1

2

3
4

2000 cc
1000 »

100 »

100 »

6,4%
4%
1,56%
1,45%

3
5

17,5
17,5

0,047
0,125
1,12
1,2

2,6 fois
24 »

25,6 »

83%
29%
29%

32%
1,2%
1,1%

1: jus fraichement presse.
2: solution prete ä etre precipitee au sulfate d'ammonium.
3: solution du precipite actif, dialysee 48 h. et centrifugee.
4: la meme, apres traitement 24 h. a 35° et centrifugation.
Gv: mg. P mis en liberte par cc. de solution d'enzyme.
GP: mg. P mis en liberte par mg. de proteines actives.

Quelques caracteristiques de la Phosphorylase de pomme de terre.

Examinant la sensibilite de notre preparation enzymatique
purifiee par la methode precedemment decrite, vis-a-vis de

differents facteurs, nous avons trouve, avec Green et Stumpf [5],
une deactivation par acidification au pH de 4,6, par chauffage
de 30-40 min. ä 60° et par action de l'alcool et de l'acetone.

La dialyse contre l'eau courante, meme prolongee (72 h.),
n'affaiblit pas sensiblement l'acitivite du ferment; l'electro-
dialyse, au contraire, effectuee en solution tamponnee (acetate-
acetique) M/50, pH 6, contre une solution de memes pH et
concentration, provoque la deactivation de l'enzyme.

Des essais de reactivation (40 h. de contact, pH 6, metal
examine ä 10 mMol), n'ont donne aucun resultat positif avec
Fe", Co", Mg", Mn", Zn". II est cependant permis de supposer
l'existence d'un coenzyme ionise, dialysant avec une tres

grande lenteur.

1 Rapporte ä l'activite initiale.
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Abandonnee trois mois ä la glaciere, une preparation purifiee
de Phosphorylase n'a pas montre de deactivation sensible;
ä 35°, l'activite de la meme preparation a baisse de moitie en

trois semaines.

Les ions CN', F' et Mg" n'exercent aucune action (80 mMol,
pH 6).

Metaux lourds: Cu" inhibe de 75% ä 5.10-4 Mol; Hg" de 70%
ä 2,5.10~5 Mol et Ag" de 90% ä 1.10~4Mol (essais effectues au

pH 6).
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Andrö Mereier. — Sur le champ du tourbillon dans les fluides.

Premiere note. — On peut toujours mettre un champ vectoriel
c(P) fonction du point P de l'espace sous la forme

«T=VH + VxW (1)

II suffit pour cela de definir les «potentiels » scalaire et vec-
teur H et W comme suit:

H (P) — -i- dx v " p (Q) _1 J_ (j) d°Q' ' p (Q')
471J Q 471 -T 'pq-

W(P) — f dT " (Q) % X d CTq' X V (Q')
2 tu I TQ/» 4 tt T r '

v PQ " ^ PQ
T E

oü co y V X e et oü T est le domaine de frontiere S oü le
—

champ est deflni. Si v est le champ de la vitesse dans le mouve-
ment d'un fluide, « est le champ du vecteur tourbillon.

C. R. Soc. pliys. Geneve, Vol. 59, 1942. 16


	Méthode de dosage et enrichissement de la phosphorylase de pomme de terre

