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RECHERCHES SUR LA PHYTASE 

II. CINI~TIQUES COMPARI~ES DE L 'HYDROLYSE DU GLYCI~ROPHOSPHATE 
ET DE L ' INOSITOHEXAPHOSPHATE PAR LE SON DE BLE 

p a r  

PAUL FLEURY ET JEAN COURTOIS 
Laboratoire de Ckimie biologique de la Facult~ de Pharmacie de Paris (France) 

La phosphatase qui hydrolyse l'acide inositohexaphosphorique et que l'on dd- 
nomme phytase n'a dtd l 'objet que d'un petit nombre de recherches (PosTERNAK 1) • 
il est assez gdndi'alement admis clue c'est un enzyme assez sp6cifique et distinct des 
autres phosphatases, mais cette spdcificitd n'a encore pu fitre ddmontrde avec certitude. 

Dans notre prdcddent mdmoire sur la phytase 2 nous avons pu observer, comme 
diff6rents autres auteurs, que de nombreuses prdparations diastasiques, qui hydrolysent 
facilement les substrats usuels des phosphomonoestdrases (B glycdrophosphate en 
particulier), sont inactives ou n'agissent qu'avec une extreme lenteur sur l'inositohexa- 
phosphate de sodium. 

Par  contre, ~ notre connaissance, on n 'a  jamais signaM l'existence d'une prdpara- 
tion diastasique susceptible d'hydrolyser l 'inositohexaphosphate de sodium (I) sans 
agir sur les glycdrophosphates de sodium (G). 

On pourrait expliquer ce fait en admettant  que la phytase serait une sorte de 
phytophosphatase active ~ la lois sur I e t  d 'autres esters comme G tandis que les phos- 
phatases banales actives sur les monoesters du type de G ne seraient que peu ou pas 
actives sur I. 

Nous avons d'ailleurs observ6 z que les esters phosphoriques de l'inositol, moins 
riches en phosphore que I, et qui se forment au tours de l 'hydrolyse sulfurique partielle 
de ce dernier, sont d&loubl6s par des preparations diastasiques inactives sur I (~mulsine, 
taka-diastase). 

Le son de bld diff~re de la plupart des preparations phosphatasiques usuelles par 
le fait qu'il d&louble I plus rapidement que G. Nous nous sommes proposes de rechercher 
si le son ne renfermait qu'une phosphatase active ~ la lois sur I e t  sur G ou, au contraire, 
deux enzymes sp~cifiques de chacun de ces substrats : phytase et phosphomonoest~rase. 
Pour la commodit~ de l'expos6 nous d6nommerons d'ailleurs phytase l 'enzyme d~dou- 
blant I et glyc~rophosphatase celui transformant G, ceci sans pr6juger de l'identit6 des 
deux enzymes. 

I1 existe d'ailleurs d'autres possibilit6s ; des phosphatases de sp6cificit6 plus ou 
moins distincte et de propri6t6s Mg~rement diff6rentes coexistent presque toujours dans 
la mSme pr6paration fermentaire ; il est mSme assez rare de rencontrer des tissus ou 
organes ne renfermant qu'un seul type de phosphatase (Rocn-E ET COURTOIS 8). I1 est 
ainsi possible que le son renferme une phytase phytophosphatase active h la fois sur I 
et G e t  une phosphatase banale d6doublant G e t  peu active ou inactive sur I. 
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Nos recherches sur la cin~tique des enzymes du son et les essais de fractionnement 
d~crits dans le I I I e  m~moire sont d'ailleurs en faveur de cette derni~re possibilit& 

Nous avons donc d6termin6 les modalit~s de l 'hydrolyse de G e t  I par  le son ; 
dans ce but  nous avons envisag~ successivement l'influence sur ces r6actions diastasiques 
du Pm des proportions respectives d 'enzyme et substrat,  de l ' inactivation des enzymes 
par  les acides ou les alcalis et la chaleur ; nous avons enfin d6termin6 l 'action de quelques 
effecteurs chimiques sur l 'activit~ des deux enzymes. 

PROTOCOLE DES ESSAIS 

Nous avons utilis6 comme substrats le B-glyc6rophosphate disodique (G) et l'ino- 
sitohexaphosphate duod~cisodique (I). La source d 'enzyme est une mac6ration de son 
de B16 effectu~e k la glaci~re, dans de l 'eau distill~e tolu~n~e. L'acide phosphorique 
lib6r~ est dos6 par  la technique de CopAux, apr~s isolement sous forme de sel ammoniaco- 
magn~sien comme dans nos pr~c~dentes recherches 4, 2, o. 

a. Activit~ en ]onction du PH. Nos r6sultats ont permis de tracer les courbes I, 
les courbes d'hydrolyse en fonction du p~ ne sont pas absolument similaires pour les 
deux substrats. L 'opt imum d'hydrolyse de G est moins saillant et situ~ darts une zone 
Mg~rement plus acide que pour I. 
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Fig. i. Activit6 en fonction du pH de 
la mac6ration de son. io ml de sub- 
strat  M/io en P est6rifi6; 5 ml ma- 
c6ration son A 2 p. IOO ; eau distilMe 

q.s .p .  50 ml; 48 heures ~ 4 °° . 

D 'autre  part,  ~ la m6me concentration mol6culaire en phosphore est6rifi6, G est 
dckloubl6 plus rapidement que I de p~ 3. 6 k 5. 2 ; par  contre vers PH 5.o---6.o I e s t  
transform6 environ deux lois plus rapidement que G. 

Ces 6carts seraient plut6t en faveur de l 'existence de deux enzymes distincts mais 
demeurent trop peu accentu~s pour en tirer des conclusions plus pr~cises ; en effet, 
pour un m6me enzyme le p~ opt imum peut varier  avec la nature du substrat  (P. FLEURY 7, 
J.  COURTOIS 4). 

De plus avec le m~me enzyme, le rapport  des vitesses de transformation de deux 
substrats de cet enzyme peut varier avec le p~ 4 

Les PH opt ima de la glyc~rophosphatase et de la phytase sont ceux d 'enzymes du 
type I I  de la classification des phosphatases ; les phosphatases de ce type sont d'ailleurs 
largement distributes chez les v~g~taux sup~rieurs (RocHE ET COURTOIS 8). 

J 

b. Activit~ en ]onction de la concentration en substrat. Nous avons oppos6 k une 
dose const'ante de pr6paration diastasique des doses croissantes de substrat  tamponn6 

p~ 5.2 ; la dur6e de la r~action d'hydrolyse ~ 37 ° a 6t6 fix~e de teUe mani~re que le 
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pourcentage d'hydrolyse du substrat n'exc~de pas 20 p. IOO, ce qui permet de mesurer 
simplement la vitesse initiale de r6action (P. FLEORY ~). 

Les r6sultats obtenus (Courbe II) marquent de nettes divergences entre les com- 
portements des deux substrats. Dans les limites 6tudi6es, la quantit6 de phosphore 
lib6r6 de G crolt r6guliSrement avec la concentration de ce substrat. 

L'affinit6 K M * est inf6rieure k 38, valeur du mSme ordre de grandeur que celles 
obtenues avec d'autres phosphatases v6g6tales (J. COORTOIS 4). 
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Fig. 2. Activit6 des enzymes du 
son en fonction de la concen- 

tration du substrat, pH 5.2; 
temp. 37 ° . 

La phytase est par contre rapidement satur6e de substrat et au-dessus d'une 
concentration M/IOO en acide phosphorique est6rifi6 de I la vitesse demeure ind6pen- 
dante de la concentration du substrat ; l'affinit6 K~t pour I est sup6rieure h 250 en con- 
sid6rant la concentration en liaisons ester phosphorique, soit KM > 15oo pour l'inosi- 
tohexaphosphate ** 

Aux faibles concentrations en substrat la plus forte affinit6 de l 'enzyme pour I 
augmente la proportion de substrat combin6 k l'enzyme, c'est-h-dire apte ~ 8tre trans- 
form6, de ce fait I est d6doubl6 plus rapidement que G. Aux fortes concentrations en 
substrat l'affinit6 n 'a  plus qu'un r61e secondaire et G est transform6 plus rapidement 
que I. 

Le fait que les affinit6s pour G e t  I soient nettement distinctes n'implique pas 
forcdment l'existence de deux enzymes diff6rents (J. COURTOIS 4, p. FLEURY ET 
J. COURTOIS s). L'existence de plusieurs liaisons ester dans I ne diminue donc pas l'affinit6 
de l 'enzyme pour le substrat, surtout si l'on tient compte du fait qu'en g6n~ral les phos- 
phatases ont une plus forte affinit6 pour G que pour les autres monoesters phosphori- 

* L'affinit6 KM est l'inverse de la constante de dissociation mol6culaire Km de 
la combinaison enzyme - -  substrat (constante de Michaelis). 

** Cette affinit6 globale est vraisemblablement la moyenne des affinit6s de l'en- 
zyme pour les six liaisons ester du substrat. 
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ques (ROCHE et COURTOIS 3 ; COURTOIS et DENIS 9, 10, 11 ; MME RICAUD-MANOU- 
VRIER 12). 

Dans un prdc6dent m6moire 5 nous avions dmis l'hypoth~se que la trbs lente 
action des phosphatases sur I pouvait provenir d'une sorte d'emp6chement st6rique, 
en effet tousles atomes de carbone de I sont prot6g6s par des radicaux phosphor6s. Dans 
le cas du son, tout au moins, notre hypoth~se s'av~re inexacte, puisque l'affinit6 de la 
phytase pour I e s t  relativement beaucoup plus 6lev6e que pour G oh l 'encombrement 
st6rique est bien moins important. 

c. Activitd en /onction de la concentration en diastase. La d6termination de l'activit6 
diastasique avec une dose constante d'enzyme et des quantit6s variables de substrat 
ne permet pas en g6n6ral de diff6rencier deux enzymes distincts. I1 est par contre 
Fossible d'atie;.ndre ce but en opposant ~ une dose constante de substrat des quantit6s 
croissantes d'enzyme ; les vitesses de transformation de quantit6s 6quimol6culaires de 
deux substrats distincts tributaires du m6me enzyme deviennent constantes, bien que 
le plus souvent in6gales, ~ partir d'une certaine concentration de l 'enzyme,  ces concen- 
trations sont 6gales pour les deux substrats. Lorsque la concentration de l 'enzyme 
d6passe cette concentration critique que l'on d6nomme le pouvoir fixateur, les vitesses 
de transformation des substrats restent constantes (COLIN la, j .  COURTOIS 4 • p. FLEURY 
ET J. COURTOIS 8). 

Nous avons d6termin~ les pouvoirs fixateurs de la glyc~rophosphatase et de la 
phytase du son (Courbe III).  Ces pouvoirs fixateurs sont pratiquement 6gaux et ~ partir 
d'une mSme concentration de l 'enzyme les vitesses d'hydrolyse des deux substrats 
atteignent respectivement leurs zones de constance. Nous n'avons pas observ~ les nettes 
differences entre les pouvoirs fixateurs observ6es avec la glyc~rophosphatase et la 
pyrophosphatase de l'6mulsine ou de la taka-diastase (P. FLEURY ET J. COURTOIS 5). 

Nos rdsultats seraient en faveur de l'identit6 de la glyc6rophosphatase et de la 
phytase du son, si une restriction ne s'imposait. Nous avons en effet montr6 dans le 
prdc6dent m6moire 2 que les produits d'hydrolyse partielle de I sont d6doubMs par les 
phosphatases banales inactives sur I. I1 est donc possible que le pouvoir fixateur observ6 
avec I ne soit point celui de la phytase agissant sur I, mais celui d'une phosphatase 
banale transformant les divers inositophosphates provenant de la ddphosphorylation 
plus ou moins poussde de l'inositohexaphosphate. 
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Fig. 3. Influence de la con- 
centration de l'enzyme sur 
l'hydrolyse de doses cons- 
tantes des deux substrats. 
IO ml substrat M/Io en P 
est6rifi6; IO ml de tampon 
ac6tique, PH 5.2 ; mac6ration 
de son ~t 2 p. IOO variable; 
eau distill6e q.s.p. 50 ml ; 
dur6e d'hydrolyse ~ 37 ° va- 
riable, r6sultats calcul6s 

pour 24 h d'hydrolyse. 
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Dans ce cas particulier, si des pouvoirs fixateurs net tement  distincts pourraient  
constituer une preuve de l'existence de deux enzymes, des pouvoirs fixateurs 6gaux 
ne fournissent pas la preuve de l 'existence d 'un seul enzyme. 

d. Hydrolyse par le son d'un mdlange de Get I. VICTOR HENRI ET LARGUIER DES 
BANCELS ont montr6 que lorsqu'une pr6paration diastasique renferme deux enzymes 
distincts pouvant  agir sur deux substrats dgalement distincts, ces substrats sont trans- 
form6s ind6pendamment et au m6me rythme qu'ils soient s6par6s ou r6unis. 

Nous avons compard l 'hydrolyse de G e t  I, isol6s ou m61ang~s en proportions 
variables. Nous avons appr6ci6 leurs hydrolyses respectives en d6terminant : e l'acide 
phosphorique lib6r6, p les fonctions e-glycol lib6r6es oxydables par  l'acide periodique 
et ~" les fonctions ald6hydiques qui apparaissent au cours de l 'oxydation perio- 
dique *. Nous avons titr6 l'acide periodique r6duit par la technique ~ l 'anhydride 
ars6nieux-iodure et les aldfhydes par  cyanim6trie en ayant  recours ~ notre protocole 
op6ratoire habituel (CouRTOIS 14). 

Nos r6sultats sont r6unis clans le Tableau I. 

Examinons tout d 'abord les comportements des deux substrats isol6s : l 'hydrolyse 
de I fournit le premier jour des esters phosphoriques moins riches en phosphore que 
l ' inositohexaphosphate et oxydables par l'acide periodique en d6riv6s ald6hydiques. 

Le second jour ces compos6s sont d6doubl6s, car l'inositol form6 n'engendre pas 
de compos6s ald6hydiques par  oxydation periodique (MME FII~VET 15). 

I1 en r6sulte que tandis qu'entre le premier et le second jour de l 'hydrolyse les 
quantit6s d'acide phosphorique lib6r6 et d'acide periodique r6duit augmentent,  par  
contre la quantit6 d'ald6hydes engendr6s par l 'oxydation periodique diminue nota- 
blement. 

Avec le glyc6rophosphate, au contraire, le glyc6rol lib6r6 r6duit deux mol6cules 
d'acide periodique en donnant naissance k deux mol6cules d'ald6hyde (formald6hyde) 
(MALAPRADE lS; I~'LEURY et 17ATOME 1~) ; les quantit6s d'acide periodique N/ io  r6duit 
et d'ald6hydes M]Io lib6r6s par  oxydation sont, aux erreurs d'exp*rience pros, identi- 
ques. Ces quantit6s, ainsi que celle d'acide phosphorique lib6r6, augmentent  r6guli~re- 
ment  au cours de l 'hydrolyse. 

Examinons maintenant  les r6sultats obtenus avec les m61anges des deux substrats. 
e. Les quantit6s d'acide phosphorique lib6r6es sont toujours sup6rieures k celles 

lib6r6es de l 'un ou l 'autre des substrats isol6s ; par  contre elles sont toujours net tement  
inf6rieures ~t la somme des quantit6s lib6r6es k part ir  de chaque substrat  seul. 

ft. Les r6sultats sont plus irr6guliers pour la mise en libert6 des fonctions ,, glycol ; 
il s 'en lib~re toujours beaucoup moins que la somme des quantit6s lib6r6es de chaque 
substrat  seul. Apr~s 48 heures de r6action avec IO ml de G e t  IO ml de I comme avec 
io ml  de G e t  20 ml de I il se lib~re un peu plus de fonctions e glycol qu'avec G seul. 
En 24 heures avec ces deux derniers m61anges et en 24 ou 48 heures avec les deux autres 
m61anges la quantit6 de fonctions a glycol lib6r6es est net tement  inf6rieure k celle 
obtenue avec la m6me dose de G seul. n e s t  donc indiscutable que la presence de I 
ralentit l 'hydrolyse de G. 

* Le glyc6rol lib6r6 de G r6duit 2 mol6cules d'acide periodique en donnant nais- 
sance ~, deux molecules de formald6hyde. L'inositol r6duit environ 6 mol6cules d'acide 
periodique sans donner naissance ~ des fonctions ald~hydiqtles. Les inositophosphates 
form6s transitoirement au cours de l 'hydrolyse de I r6duisent l'acide periodique et sont 
oxyd6s en esters phosphoriques ~ fonction ald6hydique. 
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TABLEAU I 

H Y D R O L Y S E  D E  L ' I N O S l T O P H O S P H A T E  ET DU G L Y C I ~ R O P H O S P H A T E  SEULS OU ASSOCI1~S 

Solution M / I o  de glyc6rophosphate o ~ 20 ml ; solution M]Io (en phosphore) d ' inosito-  
phosphate o A 20 ml ; t ampon acide ac6tique N/i-ac6tate  de sodium N/I, PH 5.2, 20 ml ; 

mac6ration de son ~ 2 ~o 15 ml ; H,O q.s.p, ioo ml ; hydrolyse ~ 4 °0 et PH 5. 2. 

ml de 
solution de 

glyc6ro- 
phosphate 

O 

IO 

IO 

IO 

2 0  

2 0  

2 0  

ml de 
solution 

d'inosito- 
phosphate 

IO 

Dur6e de 
l 'hydrolyse 
(en heures' 

24 

48 

ml de 
solution de 
de PO4H 3 

M/io 
lib~r6s * 

7. I 

8.6 

ml 
d'acide 

periodique 
N / I O  

r6duits * 

4 . 0  

6.75 

2 0  

JO 

2 0  

24 

48 

24 

48 

24 

48 

24 

48 

24 

48 

9.7 

I1. 4 

3.6 

4.0 

8 . 0  

9.5 

11. 4 

13.3 

5.7 

6.6 

1.75 

4.25 

5 . 0  

6.0 

4.5 

8.5 

4 . 0  

8.0 

8.5 

I I . O  

IO 

2 0  

24 

48 

24 

48 

9.3 

lO.3 

I3.O 

14.o 

5.25 

9.75 

5.25 

9.25 

ml 
d'ald6hydes 
M / I O  lib6r6s 

par 
oxydat ion 

periodique * 

2.25 

o.25 

I .O 

0.25 

5 . 0  

5.75 

3.25 

4.0 

3.0 

3.75 

8.75 

II.25 

4.5 

3.75 

4.75 

7.0 

* Ces chiffres sont  rapport6s A ]a total i t6 du m61ange r6actionnel ( IOO I l l l ) .  

Par  contre, dans  t ous l e s  m61anges il se lib~re plus de fonctions ,, glycol qu 'k  par t i r  
de la m6me dose de I seul ; on ne peut  qu ' en  d&tuire que G se t rouve  d~loubM en pre- 
sence de I. 

7. Les pr~c&tentes d&tuctions sont confirm~es par  le dosage des aldehydes form,s  
apr~s oxydat ion  periodique. Nous avons signaM que les produits  d 'hydrolyse  de I 
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oxyd6s engendrent une quantit6 d'ald6hydes nettement inf~rieure ~ celle de formald6- 
hyde apparaissant apr~s oxydation du glyc6rol lib6rd de G. 

Dans tous les  m61anges des deux substrats nous avons dos6 touiours plus d'ald6- 
hydes qu'k partir  de la mSme dose de I seul mais toujours moins qu'apr~s hydrolyse 
de G seul. 

Dans un cas cet 6cart est particuligrement saillant ; nous avons obtenu 0.25 ml 
d'ald6hydes M/Io ~ partir  de IO ml de I, 11.25 ml ~ partir  de 20 ml de G. Dans un 
m61ange de 20 ml de G e t  IO ml de I nous n'en trouvons que 3.75 ml, alors que nous 
aurions eu 11.5 ml si les deux substrats avaient 6t6 hydrolys6s aussi rapidement 
m61ang6s que s@ar6s. 

De l'ensemble de nos r6sultats nous pouvons conclure sans 6quivoque que dans 
le mflange des deux substrats l 'hydrolyse de G se trouve ralentie ; en se basant sur la 
quantit6 d'acide phosphofique lib6r6 dans ces essais l 'hydrolyse de I n'apparalt  pas 8tre 
sensiblement r6duite. Ces faits seraient en faveur de l'existence d'un seul enzyme ; en 
effet par suite de l'affinit6 plus grande de l 'enzyme pour I que pour G, l 'enzyme doit 
se fixer de pr6fdrence sur I e t  de ce fait le d6doubler avant G. 

Mais dans ces essais nous devons k nouveau tenir compte du fait que les phospha- 
tases banales peuvent s 'at taquer aux produits interm6diaires d'hydrolyse de I. D'apr~s 
la proportion de fonctions a glycol lib6rdes et d'ald6hydes en dgrivant c'est surtout dans 
le second jour que l 'hydrolyse de G est retard6e ; c'est-~-dire quand la phosphatase 
banale se trouve en pr6sence de deux substrats qu'elle peut transformer : d'une part G, 
d 'autre part les produits interm6diaires de l 'hydrolyse de I. Un fait est en faveur de 
l'existence de deux enzymes:  les quantit6s d'acide phosphorique lib6r6es dans les 
m61anges sont sup6rieures aux quantitds lib6r6es par Fun ou l 'autre substrat seul. 
Mais ces quantit6s sont toujours inf6rieures ~ la somme des quantit6s lib6r6es des 
substrats isol6s. I)eux interpr6tations apparaissent possibles : I °. phytase sp6cifique de 
I e t  phosphatase distincte d6doublant G et les produits interm6diaires d'hydrolyse 
de I. 2 °. phytase phytophosphatase d6doublant G e t  I e t  phosphatase banale d6doublant 
G e t  les produits interm6diaires de l 'hydrolyse de I. 

Nos rdsultats montrent simplement qu'il y a interd6pendance entre l 'hydrolyse 
des deux substrats et que la question est fort complexe. 

Nous avons recherch6 si le ralentissement de l 'hydrolyse de G provenait d'une 
action inhibitrice concurrente de I ; nous nous sommes donc adress6s ~t un enzyme actif 
sur G et pratiquement inactif sur I : la phosphatase d'Amande. Nos r6sultats (Tableau II) 
indiquent que I n'exerce qu'une minime inhibition sur l 'hydrolyse de G ; cette inhibition 
ne paralt pas 6tre une inhibition concurrente, car G demeurant constant, elle est sensi- 
blement inddpendante de la concentration de I. 

Si dans le son I n'est pas un inhibitenr de l 'hydrolyse de G le ralentissement de 
l 'hydrolyse de ce dernier indiquerait que c'est le m6me enzyme qui se partage entre I 
et G e t  du fait de la plus grande affinit6 pour I fixe et hydrolyse de pr6f6rence ce dernier ; 
le ralentissement de l 'hydrolyse de G en prdsence de I e s t  en faveur de l'existence d'une 
phytase phytophosphatase active £ la fois sur G e t  I. Cette phytase phytophosphatase 
serait associ6e ~ nne phosphatase banale inactive sur I, active sur G e t  les produits 
interm6diaires d'/-)Srolyse de I form6s par la phytase phytophosphatase. Cette inter- 
pr6tation est celle qui rend le mienx compte des ph6nom6nes complexes observds dans 
l 'hydrolyse de G e t  I associ6s. 
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T A B L E A U  I I  

A C T I O N  D E  L ' I ~ M U L S l N E  D ' A M A N D E S  D O U C E S  S U R  L E  G L Y C I ~ R O P H O S P H A T E  ET L ' I N O S I T O -  

P H O S P H A T E  

(24 heures A 15 ° avec 0.05 g d'6mulsine pr6cipit~e par l'ac6tone, PH 5.2). 
Ces chiffres repr6sentent le hombre de mmg de P lib6r6s dans ces conditions 

exp6rimentales. 

ml de ml 
glyc6rophosphate d' inositophosphate mg de P lib6r6s 

M/Io M/io en phosphore 

o 

0 

o 

5 
5 
5 
5 

IO 

I 0  

I 0  

2 0  

2 0  

2 0  

2 0  

5 
I o  

20 

o 

5 
IO 

20 

o 

IO 

20 

o 

5 
IO 

20 

0.36 
0 . 9  

1.35 
2.7 
2.15 
2.5 
2.9 
3.6 
3.4 
3.6 
4.5 
3.8 
4.o5 
4.7 

e. Inactivation des enzymes en ]onction de la rdaction de milieu. I1 est fr6quent de 
pouvoir  diff&encier deux enzymes en se basant  sur leur plus ou moins rapide inactiva- 
tion en milieu acide ou alcalin. Nous m61angeons IO ml de mac&at ion  de son ~ 2 % 

io  ml de divers tampons  ; le m61ange est conserv6 24 h k io  °, puis plac6 30 min 
4 o°. La  r6action du milieu est alors ajustde k p a  5.2 par  addition de solution acide ou 

alcaline, selon les cas. Nous compl6tons ~ 5 ° ml et d6terminons l 'activit6 de 20 ml de 
pr6paration diastasique en la faisant r6agir 24 h ~ 37 ° sur 5 ml de subst ra t  M/Io  
(en acide phosphorique est6rifi6). Nous comparons  ~ l 'activit6 d 'une  pr6parat ion t6moin : 
mac6rat ion de son conserv6e 24 h k la glaci~re. 

Nos r6sultats sont group6s dans le Tableau I I I .  
Le s~jour de la pr6parat ion diastasique darts des milieux de Pn diff6rents a modifi6 

in6galement les activit6s glyc&ophosphatas ique et phytasique.  En  milieu alcalin les 

T A B L E A U  I I I  

I N A C T I V A T I O N  D E  LA P H Y T A S E  E T  D E  LA G L Y C ] ~ R O P H O S P H A T A S E  E N  F O N C T I O N  D U  PH 

PH off a ~t~ plac6 
l 'enzyme 

G 
activit6 * . . . . .  

I 
rapport  des deux activit~s 

3.6 

I I 6  

63 
1.84 

4.1 

I66 

66 
2.5 

4.5 

18o 

85 
2.1 

5.1 

233 

lO 5 
2 . 2  

8.5 IO.O 

o 

0 

* Activit6 calcul6e par rapport  ~ celle de l'essai t6moin qui a lib6r6 1.35 rag 
de P ~ partir  de G e t  8.i ~ partir  de I (T6moin activit6 ioo). 
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deux enzymes out perdu toute activit6, par contre, en milieu acide la glyc6rophosphatase 
est activ6e, peut 4tre par suite de la destruction d 'un inhibiteur naturel. NGUYEN VAN 
THOAI 18, 19 a en effet mis en 6vidence la prdsence d'inhibiteurs naturels dans diverses 
prdparations phosphatasiques d'origine v6g6tale, apr6s autolyse ou adsorption, il a pu 
activer les enzymes associds ~ l'inhibiteur. 

A la diff6rence de la glycdrophosphatase la phytase est toujours inactiv6e en milieu 
acide ; il en rdsulte que le rapport  des deux activit6s diastasiques varie selon le PH oh 
l 'on a conserv6 la pr6paration. Ces &arts,  et en particulier l 'activation de la glycdrophos- 
phatase et l 'inhibition de la phytase, sont en faveur de l 'existence de deux enzymes 
diff6rents. 

f. Inactivation thermique. L'inactivation thermique est l 'une des plus 616gantes 
m6thodes de s6paration des enzymes ; en pratique elle est assez rarement  applicable par 
suite de faibles &arts  entre les temp6ratures mortelles des enzymes que l 'on d6sire 
s6parer. 

Nous mesurons 30 ml de mac6ration de son dans un grand tube k essais ; ce 
dernier est plong6 5 minutes dans une masse de deux litres d 'eau chauff6e ~ la temp6ra- 
ture choisie : le tube est alors refroidi rapidement sous un courant d 'eau et nous ddter- 
minons l 'activit6 de la pr6paration sur G e t  sur I. 

TABLEAU IV 

INACTIVATION T H E R M I Q U E  DES ENZYMES D U  SON 

(5 minutes £ PH 6.0) 

Temp6rature ] ] 
de l'essai 60° 69° 71° 72°5 74° 75° 80° 85° 

I 
pourcentage G ] 27 
d'inactivation * I [ I6 

4 ° 
3 ° 

66 
80 

77 
92 

77 [ 80 
95 98 

97 
IOO 

97 
I 0 0  

* Calcul6 apr4s d6termination de l'activit6 de la pr6paration chauff6e et d'un 
6chantillon t6moin non chauff6 (activit6 = ioo). 

Les r6sultats (Tableau IV) indiquent que de 60 k 69 ° la glyc6rophosphatase est' 
inactivde plus rapidement que la phytase;  par contre, k part ir  de 71° la phytase se 
r6v~le plus thermolabile et elle est compl6tement inactiv6e k part ir  de 80 ° ; la pr6para- 
tion chauff6e ~ cette temp6rature conserve une faible mais nette activit6 glyc6rophos- 
phatasique. Ces faits indiquent que le son renferme un enzyme actif sur G e t  inactif 
sur I, toutefois les &arts  obtenus sont trop peu accentu6s pour que l 'on puisse s6parer 
une glyc6rophosphatase d'activit6 suffisante apr6s destruction de la phytase associ6e. 

g. Action de quelques e//ecteurs chimiques. Nous avons choisi trois effecteurs 
poss6dant une action caract6ristique sur les phosphatases du type I I  : i °. le fluorure 
de sodium, inhibiteur de toutes les phosphatases 6tudi6es de ce type 3, 4, 12.2 o. le molyb- 
date de sodium inhibiteur des phosphatases actives en milieu acide (COURTOIS ET 
BOSSARD 20). 3 o. le sulfocyanate d 'ammonium qui active un certain nombre de phospha- 
tases du type I I  ( C O U R T O I S  E T  BOSSARD 21). 

oc. Action de /luorure de sodium. Nos r6sultats (Tableau V) indiquent que le 
fluorure de sodium exerce une action inhibitrice du m4me ordre de grandeur snr l 'hy- 
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TABLEAU V 

ACTION DU FLUORURE DE SODIUM SUR LES ENZYMES DU SON 

Concentration 
mol6culaire 

en FNa dans 
le milieu 

Activit6 G . 

relative * I 

2 . I O  -4 

96 
97 

2. io- 8 

4 8 
33 

4 . IO-a  

55 
52 

I .  IO -2 

37 
35 

2 . 1 0  .2 

1 3  

16 

* Calcul6e par rapport A un essai t6moin sans fluorure (activit6 = IOO). 

drolyse des deux substrats, ces inhibitions augmentent de fa~on semblable avec la 
concentration en fluorure. 

Nous avons chercM h pr6ciser le m6canisme de cette inhibition. Avec certaines 
phosphatases II, celle de l'urine en particulier (CouRTOIS ET BiGET 22), le fluorure se 
comporte comme un inhibiteur concurrent : il tend ~ se fixer sur l 'enzyme et ~ en d6placer 
le substrat. De ce fait pour des doses constantes d'enzyme et d'effecteur le pourcentage 
d'inhibition est inversement proportionnel ~ la concentration du substrat. Avec les 
phosphatases I I  d'Amandier et Moutarde blanche l'action du fluorure est tr~s diff6rente 
(J. COURTOIS 4) : le fluorure accroit l'affinit6 de l 'enzyme pour le substrat, mais inhibe 
la d6composition de ce substrat par la pattie active de l 'enzyme ; de ce fait le pour- 
centage d'inhibition augmente avec la concentration en substrat. 

Nous avons fait r6agir pendant 24 h 5 ml de mac6ration de son ~ 2 % sur 
des quantit6s variables des deux substrats, pour une concentration M/Ioo en fluorure 
de sodium dans le milieu. 

L'inhibition (Tableau VI) s'exerce de fagon diff6rente pour les deux substrats. 
Avec G l'inhibition est pratiquement ind6pendante de la concentration de ce substrat, 
le fluorure ne parait pas modifier l'affinit6 de la glyc6rophosphatase pour G. La glyc6- 
rophosphatase du son se comporte doric diffgremment des autres phosphatasesI I ~tu- 
di~es: celle de l'urine d'une part et celles des amandes et de la moutarde, d'autre part. 

Avec I l'inhibition fluor6e croit tout d'abord avec la concentration en substrat 
et diminue ensuite, ce comportement irr6gulier provient sans doute de la complexit6 de 
l 'hydrolyse de I. 

Avec cette restriction les diff6rences observ6es entre les comportements des deux 
substrats sont en faveur de l'existence de deux enzymes distincts. 

TABLEAU VI 

ACTION INHIBITRICE DU FLUORURE DE SODIUM M/IOO EN FONCTION DE LA CONCENTRATION 

(24 heures A 45 ° , PH 5 .2, volume du liquide r6actionnel 5o ml) 

ml de substrat I 
M / I O  [ I 

activit~ * G . I 27 
I [ 84 

2 

35 

63 

4 

25 

48 

6 

27 

3 ° 

8 

28 

29 

IO I 20 

37 [ 32 

30 47 

30  

3 ° 

42 

* Calcul6e par rapport ~ un essai t6moin simitaire en l'absence de 
(activit6 = IOO). 
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ft. Action du molybdate de sodium. Nous avons  d6termin6 l ' ac t iv i t6  d ias tas ique  
en pr6sence de d iverses  doses de m o l y b d a t e  de sodium (Tableau  vii). L' inh ib i t ion  es t  

T A B L E A U  VII  

A C T I O N  I N H I B I T R I C E  D U  M O L Y B D A T E  D E  S O D I U M  S U R  L E $  E N Z Y M E S  D U  SON 

(24 heures ~. 37 °, PH 52, volume du l iquide r6actionnel 50 ml) 

Concentrat ion 
mol6culaire 

en molybda te  dans 
le milieu r6actionnel 

Act ivi t6  G . 

relative * I 

* CalcuMe par  rap 

I 2  • I 0  "6 

1 2 . 0  

35.o 

2 5  " I ° ' 6  5 • 10-5 I • IO-4 

infime 

9 . 0  

2. 5 • IO '4  

2.5 

18.o 

infime nulle 

9.o i .o 

tort  g un essai t~moin en l 'absence de mo lybda te  (activit6 IOO). 

plus accentu6e avec G qu ' avec  I, les 6carts  sont  cependan t  minimes.  Avec  M. BOSSARD S0 
nous avons  observ6 que l ' inh ib i t ion  de la  phospha tase  d ' A m a n d e  pa r  le m o l y b d a t e  est  
en re la t ion  avec  la  presence dans  le mi l ieu  de subs tances  pouva n t  former  des complexes  
mo lybd iques  ; c ' es t  ainsi  que de fortes  doses de ces subs tances  (ci t rate-glycArophosphate)  
r6duisent  cons id6rab lement  l ' inh ib i t ion  molybdique .  Les deux  subs t r a t s  G e t  I pe uve n t  
former  des complexes  mo lybd iques  et  il est  possible que I res t re igne  plus fo r t ement  
l ' ac t ion  inh ib i t r ice  du  m o l y b d a t e  que G. I1 nous a cependan t  6% possible  de m e t t r e  
en 6vidence une concen t ra t ion  en m o l y b d a t e  p e r m e t t a n t  une len te  hydro lyse  de I 
t and i s  que G n ' e s t  p r a t i q u e m e n t  pas  d6doubl6.  

Nous  m e t t o n s  en con tac t  5 ml  de mac6ra t ion  de s o n  ~ 1 %  et 5 ml  de sub- 
s t r a t  M/IO en phosphore  est6rifid, ~ une concen t ra t ion  2.  lO - 5  M e n  m o l y b d a t e  dans  le 
mi l ieu  il se lib~re en 3 jours  5 mi l l i g rammes  de phosphore  ~ pa r t i r  de I e t  o.15 mg 
pa r t i r  de G ,  pour  une concen t ra t ion  3.75" lO - 5  M e n  m o l y b d a t e  il se lib~re 3,5 mg 
de phosphore  ~t p a r t i r  de I, t and i s  que G n ' e s t  pas  hydrolys6.  

Nous n ' avons  pas  recherch6 si dans  un m61ange de G e t  I, ce de rn ie r  sera i t  seul 
hydro lysd  ; en effet  l ' ac ide  phosphor ique  lib6r6 agi t  comme t o u s l e s  corps suscept ibles  
de former  des  complexes  mo lybd iques  en rdac t ivan t  l ' enzyme  inhib6 (COURTOIS ET 
BOSSARD 20). 

T A B L E A U  V I I I  

A C T I O N  D U  S U L F O C Y A N A T E  D ' A M M O N I U M  S U R  L E S  E N Z Y M E S  D U  SON 

(24 heures A 37 °, PH 5.2, mac6rat ion de son A I 0/0 ; IO ml essai a ; 3 ml essai b ; 
6 ml essai c). 

Concentrat ion mol6culaire en 
sulfocyanate  dans le milieu 4-I°'2 7.1°"2 i . I O  -x 

G a 

Act iv i t6  
I b 

re la t ive  * 
I c 

118 

IOO 

94 

118 

IOO 

82 

lO9 

80 

82 

* Calcul6e par  r appor t  ~ un essai t6moin similaire en l 'absence de fluorure (ac- 
t ivi t~ ioo). 
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7. Action du d'ammonium. Nos r6sultats (Tableau VII I )  indiquent 
que le sulfocyanate acc616re faiblement l 'hydrolyse de G, celle de I n 'est  jamais accrue 
et est parfois ralentie. Cette diff6renee d'action est en faveur de l'existenee de deux 
enzymes distincts. 

DISCUSSION GI~NI~-RALE DES R]~SUI.TATS 

L'interpr6tation des r6sultats est assez d61icate, presque t o u s l e s  r~sultats 
indiquent que G et I ne sont pas dckloubl~s par  le mSme enzyme. S'il existe une glyc~ro- 
phosphatase et une phytase sp~cifique, chacun des enzymes ~tant inactif sur l ' au t re  
substrat  les propri6t~s de ces deux enzymes semblent cependant tr~s voisines et cette 
analogie de comportement apparait  assez troublante. 

Une interpretation plus nuanc~e pourrait  ~tre la suivante : le son renferme une 
phytase phytophosphatase active ~ la fois sur G e t  I, cet enzyme est associ~ ~ une phos- 
phatase banale inactive sur I mais active sur G e t  les produits interm6diaires de l 'hy- 
drolyse de I. 

Nous avons indiqu6 que l 'hydrolyse de m61anges de G e t  1 6tait en faveur de cette 
conception ; il est certain que G peut ~tre hydrolys6 par un enzyme inactif sur I : la 
pr6paration chauff6e k 80 ° est peu active sur G e t  inactive sur I, le sulfocyanate sans 
action sur I, acc61~re faiblement l 'hydrolyse de G. 

Ceci n 'a  rien de surprenant puisque la plupart  des pr6parations phosphatasiques 
actives sur G sont inactives sur I. 

Par  contre aucun fait ne montre que le son renferme un enzyme actif sur I e( 
inactif sur G. 

T o u s l e s  r6sultats montrent  que l 'on est en pr6sence d'activit6s diastasiques 
voisines, ceci se comprend ais6ment avec notre interpr6tation, puisque chaque enzyme 
peut agir non seulement sur son substrat,  mais intervenir dans l 'hydrolyse de l 'autre 
substrat  : phytase phytophosphatase d&loublant G, phosphatase banale d6doublant 
les inositophosphates apparaissant au cours de l 'hydrolyse de I. 

Les m6thodes d'6tude de la cin6tique des enzymes ne perrnettant pas de conclure 
k l 'existence d 'enzymes distincts, nous avons appliqu6 au son les techniques de purifica- 
tion et s6paration des enzymes. 

Ces recherches expos6es dans le 3e m6moire ont fourni des r6sultats en faveur de 
l 'existence d 'une phytase phytophosphatase associ6e k une phosphatase banale. 

RI~SUM~ 

Nous avons 6tudi6 l'action du son sur le fl glyc6rophosphate et l'inositohexaphos- 
phate : 

i. Le PH optimum d'hydrolyse des deux substrats est situ~ vers PH 5.0 - -  5.6. 
2. La preparation diastasique a une plus grande affinit6 pour l 'inositophosphate 

que pour le glyc6rophosphate. 
3. Les pouvoirs fixateurs pour les deux substrats sont sensiblement 6gaux. 
4. Dans un m~lange des deux esters l 'hydrolyse du glyc6rophosphate est ralentie 

par l'inosit ophosphate. 
5. Les activit~s sur les deux substrats disparaissent apr~s s6jour de la preparation 

en milieu alcalin ; elles sont modifi~es in~galement apr6s s6jour en milieu acide. 
6. Par  chauffage, on peut conserver une tr~s faible activit6 sur le glyc~rophos- 

phate, tandis que l ' inositophosphate n'est plus transformS. 
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7. Le fluorure de sodium inhibe selon des modalit6s diff6rentes l 'hydrolyse des 
deux esters. 

8. Le molybdate  de sodium inhibe plus fortement  l 'hydrolyse du glyc6rophosphate 
que celle de l ' inositophosphate.  

9. Le sulfocyanate d ' ammonium acc61~re l 'hydrolyse du glyc6rophosphate et 
n'acc61~re pas celle de l ' inositophosphate.  

~ous  proposons une interpr6tat ion qui tend ~ concilier ces diverses donn6es : le 
son renfermerait une phytase phytophosphatase active sur les deux ~ubstrats, associ6e 

une phosphatase banale inactive sur lqnositohexaphosphate mais active sur le glyc6- 
rophosphate et certains des inositophosphates moins riches en phosphore que l'inosi- 
tohexaphosphate.  

CONCLUSIONS 

W e  have studied the action of bran on fl-glycerophosphate and inositohexaphosphate 
I. The PH opt imum of hydlolysis of the two substrates lies about  PH 5.0--5.6. 
2. The diastase preparat ion has a greater affinity for inositophosphate than for 

glycerophosphate. 
3. The fixation capacities for the two substrates are approximately the same. 
4. In  a mixture of the two esters the hydrolysis of the glycerophosphate is slowed 

down by the inositophosphate.  
5. The actions on the two substrates disappear on leaving the preparat ion in 

an alkaline medium ; they are modified to unequal  extents on s tanding in an acid medium. 
6. On heating there remains a very weak action on the glycerophosphate, while 

the inosi tophosphate ceases to be transformed. 
7. Sodium fluoride inhibits  the hydrolysis of the two esters, but  in different manners.  
8. Sodium molybdate  inhibits the hydrolysis of glycerophosphate more strongly 

than tha t  of inositophosphate.  
9. Ammonium thiocyanate accelerates the hydrolysis of glycerophosphate, but  

not  tha t  of inositophosphate.  
We suggest an interpreta t ion to reconcile these different facts :  bran contains 

a phytasephytophosphate active on both substrates,  associated with a common phos- 
phatase inactive on i~ositophosphate bu t  active on glycerophosphate and certain inosi- 
tophosphates tha t  are richer in phosphorus than  inositohexaphosphate. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Wir haben die Wirkung yon Kleie auf Glyzerophosphat und Inosi tohexaphosphat  
untersucht.  

I. Das optimale Hydrolyse-pH der beiden Substrate liegt bei ca. PH 5.0--5 .6. 
2. Das Diastase-PrAparat hat  eine gr6ssere Affinit~t fiir das Inosi tophosphat  als 

fiir das Glyzerophosphat.  
3. Das Fixierungsverm6gen ist  ungefAhr das gleiche f/ir die beiden Substrate. 
4. In  einer Mischung der Estern wird die Hydrolyse des Glyzerophosphats dutch 

das Inosi tophosphat  gehemmt. 
5. Die Einwirkungen auf beiden Substraten verschwinden nach Liegen des Pr~L- 

parates in aikalischem Medium; sie welden ungleichmAssig verAndert nach Liegen in 
sAurehaltigem Medium. 

6. Dutch Heizung kann  man eine sehr schwache AktivitAt auf dem Glyzerophos- 
phat  behalten, wAhrend das Inosi tophosphat  keine weitere VerAnderung aufweist. 

7. Das Natr iumfluorid hemmt auf verschiedene Weisen die Hydrolyse der beiden 
Estern.  

8. Das Nat r iummolybda t  hemmt die Hydrolyse des Glyzerophosphats viel starker 
als die des Inositophosphats.  

9. Das Ammoniumsulfocyanat  beschleunigt die Hydrolyse des Glyzerophosphats, 
aber nicht  die des Inosi tophosphats .  
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Wir  schlagen eine Aus legung  vor,  die da rau f  zielt, diese verschiedenen D a t e n  in  
13bere ins t immung zu b r ingen  : Die Kleie  enthAlt  wahrscheinl ich  eine P hy t a se  Phy tophos -  
phatase ,  welche auI  den be iden  S u b s t r a t e n  akt iv ,  und  an  i rgendeiner  P hospha t a se  ge- 
b u n d e n  ist,  welche i n a k t i v  auf  dem I n o s i t o h e x a p h o s p h a t ,  aber  ak t iv  auI  dem Glyzero- 
p h o s p h a t  und  gewissen I n o s i t o p h o s p h a t e n  ist,  welche minder  reich an  Phospho r  s ind 
als das I n o s i t o p h o s p h a t .  
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