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lede gerricssenc Wellenlange in eineni besonderen Versuch, gemessen. Die gcfundencn 
Extinktionsrnaxima wurden in den Diagrarnnien als Messpunktc eingesetztl). 

Erhitzt man die mit Natriummethylat versetzte, alkoholische, gelbrote Losung von 
x-Ionon mit Jodmethyl, so verschwindet die Farbe allmahlich, ein Zeichen, dass alles 
x-Ionon urngesetzt wurde. Das Reaktionsprodukt 1st ein Gemisch, das unter andercrn 
p-Ionon cnthalt (isoliert als Semiearbazon vom Smp. 14’i0), ferner Methplicrungsprodukte 
c1eq a Tonons, die noch welter bearbeitet werden. 

Zu s ammenf  as  s ung. 
a-Ionon und 5-0x0-a-ionon geben bei Zusatz von Rlkalilauge zur 

alkoholischen Losung rote, nicht sehr bestiindige Farbreaktionen, die 
a,uf der Bildung von Alkalisalzen diieser beiden Verbindungen be- 
ruhen. Die Rbsorptionsspektra der beiden roten Salze zeigen ein Rb- 
sorptionsmaximum bei 510 mp. Da ,&Ionon keine iihnliche Farb- 
reaktion aufweist, kann diese zur annahernden Bestimmung kleiner 
.Mengcn a-Ionon in j3-Ionon dienen. 

Ziirich, Chemisches Institut der TJnivwsitiit. 

S8. La phosphorylation du glucose par l’acide mhtaphosphorique 
par M. Viscontini et C. Olivier. 

(26 1 5 3 )  

,2u cours de pr6eddentes syntheses d’esters phosphoriques, l’acide 
m6taphosphorique s’est montrB un excellent agent phosphorylant des 
alcools primaires B l’exclusion des alcools secondaires, des phBnols et 
des amines2). On pouvait done penser que l’acide m4taphosphorique 
rkagirait avec la fonction alcoolique primaire du glucose pour former 
comme B l‘ordinaire un ester triphosphorique et, apriis hydrolgse 
partidle, du glucose-6-phosphate (ester de Robison) dont de noni- 
hrcuses autres synthPscs ont d4jB dt6 d6crites3). L’expbriencc r6alis6e 
n’a pas entibement rBpondu B notre attente en ce sens que le glucosc- 

1 )  Herr Dr. Y .  11. Naves (Genhe), dem wir von den vorstcheriden Beobachtungen 
Mitteilung machten, hat  daraufhin einige weitere Ionon-ahnliche Substanzen auf ihr Ver- 
lialten gegenuber NaOH in Athano1 gcpruft und folgende Feststellung gemacht : Keine 
Farbreaktion tritt em mit /?-Ionon, n-Methyl-/?-ionon (24-Methyl-p-ionon), Iso-methyl- 
lj-ionon (2a-AMethyl-,3-ionon), /?-Iron und Iso-methyl-a-ionon. - Gelbrot-Farbungen von 
verschiedener Intensitat und Bestandigkeit werden erhalten mit a-Ionon, n-Methyl-x- 
ionon, a-Iron, Iso-a-iron, Neo-a-iron, Neo-y-iron. 

*) P. Karrer & M .  Viscontini, Helv. 29, 711 (1946); M. Viscontini, G. Boaeth d* 
P. Karrer, Helv. 32, 1478 (1949); M. Viscontzni, C. Ebnother & P. Karrer, Helv. 34, 1834, 
(1951); 34, 2199 (1951); 35, 457 (1952). 

3, P. A. Levene & A .  L. Raymond, J. Biol. Chem. 89, 479 (1930); H. A. Lnrdy & 
€I.  0. L. Fischer, J. Biol. Chem. 164, 513 (1946); F. R. Atberton, G. A .  Howard & A. R .  
Todd,  So(-. 1948, 1106. 
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&phosphate isolk k 1’6tat pur ne 1’s jamais 6t6 avec tles rendements 
superieurs B 15%. Neanmoins la synthhse est facile a conduire et a 
effectuer. Tandis que nous poursuivions nos recherches, J .  E. 8eeg-  
miller & B. L. Horecker ont publi6 une m4thode de prkparation du 
glucose-6-phosphate k partir de glucose, d’acide tdtraphosphorique et 
d’eaul). Leur ester phosphoriqne is016 comme sel de baryum est re- 
lativement iinpur (80 B 90% de puretb selon les essais biologiques). 
La aussi les rendements ne sont pas satisfaisants (7’5 yo). 

S i  on suit fidPlement les donnPes de nos prbckdentes publica- 
tions2), la phosphorylation du glucosch se licurte k trois difficult& 
inattendues : 

1. Le glucose chauffP avec l’acide mktaphosphorique caramklise 
rapidement. Aprh quelques essais nous avons t row6 qu’en prPsence 
d’acktonitrile cette caramBlisation pouvait &re sinon supprimbe, dn 
moins fortement attknuke. 

2. L’isolement du produit de phosphorylation B l’aide d’kthanol 
conduit k des composhs renfermant tles groupes bthoxylks. Pour y re- 
mPdier, nous avons remplac4 1’6thanol par l’isopropanol. 

3 .  Le m6lange polyphosphorylk is016 dans ces conditions renferme 
beaucoup moins de phosphore que n’en pr6voit la thdorie et ne possirde 
pas de chaines triphosphoriques contrairement a tous les produits 
obtenus jusqu’ici; de plus il ne r6duit pas la liqueur de PehZing. Sans 
aucun doute le groupe aldbhydique du glucose rkagit lui aussi pendant 
la phosphorylation. La chromatographie sur papier, les titrnges po- 
tentiomktriques et les hydrolyses acides du produit brut montrent 
qu’une partie du glucose est bien phosphorylke en position 6 tandis 
que l’autre subit vraisemblablement une dkshytlratation par perte 
d’une molkcule d’eau entre les deux hydroxyles 1 et 6 (formation de 
lhoglucosane ou de polyholosides 2)  Bchappant ainsi k toute phos- 
phorylation ult6rieure3). En particulier l’hydrolyse k l’acide chlor- 
hydrique dilu6 donne naissance a du glucose en escks, du glucose-6- 
phosphate et de l’acide phosphorique libre (fig. I). 

Your &parer le glucose-6-phosphate du gros ex& de glucose qui 
l’accompagne aprhs l’hydrolyse acide, deux prockd6s s’offraient B 
notre disposition: ou bien un isolement sous forme de sel de baryum 
ou bien une separation a l’aide d’un Pchangeur d’ions. Nous avons 
utilisk avec succBs ces deux prockdks et le deuxihme nous a conduit 
a du glucose-6-phosphate pur clue nous avons caracterisk par son 
analyse, son pouvoir rotatoire, sa chromatographie sur papier, sa 
courbe d’hydrolyse, sa courbe de titrage potentiom6trique (fig. 2) et 
son activit6 biologique. 

l) J. Biol. Chem. 192, 175 (1951). 
2, Voir note 2, p. 466. 
3, Pour tous les details experimentaux voir C. Olavier, Dissertation Universith de 

Zurich, 1953. 
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Le glucose-6-phosphate possbde deux fonctions acides dont les 
pK calcules B l’aide de la courbe de titrage precedeate sont respective- 
mmt 1,4 et 6,3, infbrieurs par consequent B ceux de l’acide phospho- 
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Fig. 1. 
(:lironiatogrammes sur papier, ascendants; solvant : butanol/pyridine/eau (I : 1 :I). 

1. Produit de phosphorylation du glucose, brut. 
Seul le phosphore peut Atre d6tect8. 

2.  M6me produit aprbs liydrolyse acide. 
3. Glucose. 
4. Glucose-6-phosphat~~, natnrel. 
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rique (2 , l  et 7,22)l) ,  mais correspondant approximativement h ceux 
des deux premikres fonctions acides forte et moyenne de l’acide 
pyrophosphorique (I et 6,08)”. 

Ces chiffres confirment les rdsultats dkjh obtenus par 1’8tude de 
Pester de Robison nature13). 

Ziirich pour l’aide materielle apportbe Q ce travail. 
Nous tenons A remercier la Stiftung fur ukssenschaftliche Polschung o n  der L-niaersitiit 

Part i e e x p 6r im en t a1 e. 
Techniques: Los dosages de phosphore ont 6tB effectues selon la mhthode de Beren- 

blum & Chain4). 
Les chromatographies sur papier (prockd6 ascendant) ont 6th effectu6es selon les 

directives de A .  Jeanes, C. S. Wise 9: R. J.  Dimler5); solvant: n-butanollpyridinefeau 

Recherche de la fonction ester phosphoriquc: reactif Q l’acido perchloriquc et  au  

Recherche de la fonction a1di:hydiquc du glucose: A, l’aide du phtalatc d’aniline’). 
Phosphorylation du glucose: On prepare l’acide mhtaphosphorique 3, partir do 7,5 cm3 

d’acide orthophosphorique commercial. Apr&s refroidissement on lc recouvre de 20 cm3 
d’acbtonitrile anhydre puis on y ajoute 5 g de glucose pur c t  finement pulvBris6. Lo 
mdange homogbnBis6 est port6 progressivement A la tcmp&ature de 80°. 11 faut prendre 
soin de bien agiter le tout de temps en temps. Lorsque lo glucose est pass6 en solution e t  
que l’acide m6taphosphorique a pris une tcinte brune plus ou moins foncee (apr8s 30 A 
40 min. de chauffage), l’ac6tonitrile est d6cant6. Aprbs refroidissement, la masse r6action- 
nellc est reprise dans 40 Q 60 om3 d’isopropanol qui laisse insoluble les esters polyphospho- 
riques du glucose. On peut y ajouter ensuite un 6gal volume d‘6ther pour parachever la 
pr6cipitation. On recucille l’insoluble par centrifugation e t  on le sbche sous vide apres 
l’avoir lave b l’isopropanol puis Q l’hther anhydre. On recueille ainsi de 6 Q 7 g d’un produit 
dont voici une analyse: 

C H Plibr. Phydr. P total 

(1 :l:l). 

molybdate d’ammonium6). 

Trouvi: 23,15 4,75 3,6 7,s 1 4 ~ 7 ~ )  
Glucose-6-phosphate C,H1,O,P (260) calc. 27,7 6,0 0 0 11,9% 
Glucose-6-diphosphate C6Hl4OI2PZ (340) calc. 21,2 4,12 0 0 18,2% 

Le produit brut ne r6duit pas la liqueur de Fehting. Son chromatogramme sur papier 
est reproduit dans la fig. 1. 

Hydrolyse acide: 5 g de ce produit brut sont port6s 2I, 1000 pendant 20 min. dans 
100 cm3 d‘acide chlorhydrique n. La solution acquiert aussitht un fort pouvoir rBductenr 
e t  la chromatographic sur papier y montre la pritsence de glucose et  dc glucose-6-phosphate 
2I, l’exclusion de toute autre substance (fig. 1). 

Isolement du sel de baryum du glucose-&phosphate: On concentrc sou6 vide la solution 
hydrolys6e pr6cBdemment obtenue; le residu sirupeux d’abord lavi: A l’isopropanol, pour 
Bliminer la plus grande partie de l’acide phosphorique e t  de l’acide chlorhydrique presents, 

H .  S. Harned & B. B. Owen, The Physical Chemistry of Electrolytic Solutions, 
NCW York 1943, p. 580. 

2, G. Schwarzenhach & J .  Zurc, M. 81, 202 (1950). ~ 

3, Voir par ex. W .  D. Kumler & J .  J .  Eiler, Am. SOC. 65, 2355 (1943). 
4, Biochem. J. 32, 295 (1938). 
5 ,  Analyt. Chem. 23, 415 (1951). 
O)  C.  S. Hanes & F. A .  Isherwood, Nature 164, 1107 (1949). 
f ,  8. M .  Partridge, Nature 158, 270 (1946); Rioch. Symposia 3, 52 (19.50). 
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est repris dans 100 cm3 d‘eau; on y verse lentement une solution saturee d’acdtate de 
baryum jusqu’i fin de precipitation du phosphate de baryum. Aprhs centrifugation, on 
achhve la precipitation de l’acide phosphorique encore present a l’aide d’hydroxyde de 
baryum (ne pas d6passer un pH de 7-8). Ce nouveau prdcipit6 est &mind, la solution 
claire est concentr6e sous vide jusqu’8. 40 cm3 environ et  additionnee d’un seul coup de 
trois volumes d’6thanol. Le sel de baryum du glucose-6-phosphate ainsi obtenu, recueilli 
par centrifugation, lave iL l’kthanol, puis A, 1’6ther e t  s6ch6 n’est pas absolument pur, mais 
peut &tre utilisk tcl  que pour des cssais biologiques. Pour le purifier on le dissout ti froid 
dans le minimum d’eau, filtre l’insoluble e t  reprkeipite le sel par adjonction de trois 
volumes d’ethanol. Les rendenients varient de 10 L 15% suivant les operations. 

C6H,,0,PBa,2H,0 Calculd P libre 0 P hydr. 0 P tot. 7,1976 
(431) Trouvi? ,, 0,71 ,, l , i9 ,, 7,2S7& 

fsolenzent d u  glucose-G-pkosphate libre: On hydrolysc comme pr6citdemment 5 g du 
produit polyphosphoryl6 et  on concentre ensuite la solution sous vide. Lc r6sidu lave iL 
l’isopropanol est repris dans 250 i 300 cm3 d’eau. La solution claire obtenue aprBs d6colo- 
ration au noir animal est passkc sur unc colonne d’amberlite IRA-400 (50 mm de dia- 
inatre, 300 mm dc hauteur) qu’on lave ensuite a l’eau distill6e. On recherche dans les frac- 
tions recueillies la prbsence de substances reductrices e t  d’estcr phosphorique. Si la colonnt. 
a et6 convcnablement utilisbe, on ne retrouve que du glucose dans l’kluat, mais il peut 
arriver qu’une portion d’ester phosphorique accompagne le glucose libre. I h n s  ce cas 
l’opdration est recommencer sur une nouvelle colonne. La colonnc d’amberlite chargke 
d’ester phosphorique est ensuite lav6e avec de l’acide chlorhydrique n. On recueille les 
kluats renfcrmant le glucose-phosphate e t  on les evapore A sec sous vide. Le r6sidn se prend 
on massc sous l’action de l’isopropanol anhydre. Pour purifier le produit, on le redissout 
dam le minimum d’eau, decolorc au noir animal, filtre c t  recueille dans un melange 
d’itther-isopropanol. On obtient sinsi de 0,5 b 1 g de glucose-6-phosphate pur. [a]: = 
+ 32,3O. Les rendcments d6passent difficilement 150/, . 

C6H1,0,P Calculi? C 27,7 H 5,0 P libre 0 P hydr. 0 P tot. 11,9% 
(250) Trouv6 ,, 27,Xl ,, 5,03 ,, 0,6 ,, 0,9 ,, 12,1% 

Lo glucose-6-phosphate librc se presente sous forme d’une poudrc blanche amorphe, 
noii hygroscopique, sans point de fusion caractbristique. 

M. le Dr. Testa du laboratoire du prof. Leuthardt a bien voulu effectuer pour nous 
l‘essai biologique du produit synthktique que nous lui avons soumis et  auquel il a attribui. 
iuic puret6 de 100%. Kous tcnons h i  exprimer ici nos plus vifs remerciements. 

RGSUMG. 
, La phosphorylation du glucose par l’acide niktaphosphorique 

fournit X&t6 d’un ou plusieurs anhydrides du glucose (16voglucosane 2 )  
une petite quantit6 d’an ester polyphosphorique qui n’est boutefois 
pas le glucose-6-triphosphate attendu. Une hydrolyse acide du m6- 
lange permet; d’isoler cependant le glucose-6-phosphate pur soit sous 
forme de sel de baryum soit 60us forme d’ester libre. Les rendernents 
oscillent entre 1 0  et 15% de la yuantit6 de glucose mise en auvre, 
inais la PynthBse se r6vhle particuli&rement courte et simple. 

Zurich, Institut de Chimie de l’Universit6. 




