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m e a s u r e  t h e  r e l a t i v e  i n t e n s i t i e s  of t h e  X - r a y s  in  d i f f e r e n t  
p o i n t s  of a m i c r o r a d i o g r a m .  

T h e  r e l a t i o n  b e t w e e n  t h e  p h o t o g r a p h i c  d e n s i t y  a n d  
t he  i n t e n s i t y  of t h e  i n c i d e n t  X - r a y s  ha s  b e e n  i n v e s t i g a t e d  
b y  t h e  a u t h o r s  for  s o m e  f i n e - g r a i n e d  e m u l s i o n s  (Ag/a 
Printon a n d  II]ord High Resolution) w i t h i n  t h e  e x t r e m e l y  
sof t  X - r a y  region.  P r i m a r y  X - r a y s  f rom t h e  X - r a y  t u b e  
ear l ie r  de sc r ibed  ~ were  used  a n d  t h e y  were  f i l t e red  
t h r o u g h  0,009 m m  AI. T h e  vo l t age ,  b e i n g  c o n s t a n t  in 
a s ingle  i n v e s t i g a t i o n ,  was  v a r i e d  b e t w e e n  5000 a n d  
500 V, c o r r e s p o n d i n g  to  a s h o r t  w a v e l e n g t h  l im i t  of t h e  
X - r a y s  g e n e r a t e d  of a b o u t  2-5-25  A. B y  a s m a l l  ro t -  
a t i n g  s e c t o r  w i t h  d i f f e r e n t  a b s o r p t i o n  s t eps  X - r a y s  of 
d i f f e r e n t  k n o w n  r e l a t i v e  i n t e n s i t i e s  were  o b t a i n e d .  T h e  
p h o t o g r a p h i c  f i lm a n d  t h e  r o t a t i n g  sec to r  were  in t h e  
h i g h  v a c u u m .  T h e  p h o t o g r a p h i c  d e n s i t y  was  m e a s u r e d  
w i t h  a se l f - r eg i s t e r ing  m i c r o p h o t o m e t e r .  T h e  p h o t o -  
g r a p h i c  f i lms were  d e v e l o p e d  in a n o r m a l  m e t o l -  
h y d r o q u i n o n e  d e v e l o p e r  for  3 m i n u t e s  a t  200 C. 
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Fig. 1. Photographic density curves for some fine-grained emulsions 
and very soft X-rays. 

Abscissae: Intensity of X-rays. Ordinates: Photographic density. 

P u r i f i c a t i o n  e t  c r i s t a l l i s a t i o n  d e  l ' ~ - a m y l a s e  

d e  b a c t 6 r i e  

C o m m e  on te sal t ,  il ex i s t e  d e u x  t y p e s  d ' a m y l a s e s :  
Ies f l -amylases  qu i  d 6 g r a d e n t  les mol6cutes  d ' a m y l o s e  e t  
d ' a m y l o p e c t i n e  5. p a r t i r  des  e x t r 6 m i t ~ s  n o n  r~duc t r i ces ,  
e t  les ~ - a m y l a s e s  q u i  s c i n d e n t  les c h M n e s  de  g lucose  g 
n ' i m p o r t e  queI  e n d r o i t .  On a t r o u v 6  des  ~ - a m y l a s e s  
n o t a m m e n t  d a n s  le ma l t ,  le pancr6as ,  la sa l ive ,  des  cul-  
tu res  d'Aspergillus oryzae et  de q u e l q u e s  bac t6 r ies .  

L ' e - a m y l a s e  de  p a n c r ~ a s  de porc  a ~t6 o b t e n u e  r6cem-  
m e n t  en  6 t a t  p u t  e t  c r i s t a l l in  x. N o u s  r a p p o r t o n s  ici 
l ' i s o l e m e n t  e t  la c r i s t a l l i s a t i o n  de I ' e - a m y l a s e  b a c t 6 r i e n n e .  
L a  c r i s t a l t i s a t i o n  de  l ' e - a m y l a s e  de  la  sa l ive  h u m a i n e  
se ra  d6c r i t e  d a n s  la c o m m u n i c a t i o n  s u i v a n t e .  

Produit de ddpart. Nous  n o u s  s o m m e s  se rv i s  d u  pro-  
d u i t  c o m m e r c i a l  ~Biolase~.  N o u s  r e m e r c i o n s  t r~s  v ive -  
m e n t  la m a i s o n  Ka l l e  & Co. "X W i e s b a d e n  d ' a v o i r  mis  

n o t r e  d i s p o s i t i o n  ce p r o d u i t .  I / e n z y m e  es t  s6cr6t6e 
p a r  le Bacillus subtilis ou mesentericus, cu l t i v6  d a n s  u n  
mi l ieu  azot6 ,  e t  la  ~(Biolase, es t  o b t e n u e  p a r  p r6c ip i -  
t a t i o n  e. L a  ,~Superclastase, ,  e t  la  ~(Rapidase~, de  la  So- 
ci6t6 R a p i d a s e  5~ Secl in  s o n t  des  p r o d u i t s  a n a l o g u e s .  

La pari/ication se fa i r  en  q u a t r e  s t a d e s  p a r  des  pr6-  
c i p i t a t i o n s  f r a c t i o n n 6 e s  au  m o y e n  de  sels e t  de  s o l v a n t s  
o r g a n i q u e s  /~ des  PH e t  t e m p e r a t u r e s  d 6 t e rmi n ~s .  

Cristallisation et recristallisation. Le  d c r n i e r  p r~c ip i t6  
e s t  d i ssous  d a n s  le m i n i m u m  d ' e a u  e t  la  s o l u t i o n  gardCe 
au  froid.  Apr~s  24 h e u r e s  u n e  q u a n t i t 6  a b o n d a n t e  de  
c r i s t a u x  inco lores  s ' e s t  formde.  Les  c r i s t a u x  s o n t  lav6s  
p iu s i eu r s  fois r a p i d e m e n t  /~ l ' e au  f ro ide  e t  d i ssous  d a n s  
u n  peu  d ' e a u  en  p o r t a n t  le pH k 7,8 p a r  N H , O H  0,1 N.  
Le  PH es t  e n s u i t e  r a m e n 6  k 5,6 p a r  CH~COOH 0,1 N ;  
u n e  q u a n t i t 6  a b o n d a n t e  de c r i s t a u x  se f o r m e  apr6s  
24 h e u r e s  /~ f ro id  (voir  fig. 1). 

T o t a l l y  a b o u t  30 d e n s i t y  c u r v e s  were  r e g i s t e r e d  a n d  
in Fig.  i some  of t h e m  are  shown .  T h e  d e n s i t y  is p l o t t e d  
a g a i n s t  t h e  r e l a t i v e  i n t e n s i t y  of t he  X - r a y s  a n d  100 ind ic -  
a t e s  t h e  i n t e n s i t y  w h e n  no  s e c t o r  was  in t h e  b e a m .  T h e  
c u r v e s  show t h a t  t h e r e  is a s t r a i g h t  p r o p o r t i o n a l i t y  be-  
t w e e n  t h e  d e n s i t y  a n d  t h e  i n t e n s i t y  of  t h e  X - r a y s  in t h e  
f i r s t  p o r t i o n  of t h e  cu rve .  I n  all  curves ,  c o v e r i n g  t h e  w a v e -  
l e n g t h  reg ion  2-5-25 A, t h e r e  was  a p r o p o r t i o n a l i t y  up  
to  a d e n s i t y  v a l u e  of a t  l eas t  0.15. Be low th i s  v a l u e  i t  is 
t h u s  poss ib le  d i r ec t l y  to  m e a s u r e  t h e  r e l a t i v e  i n t e n s i t i e s  
of t h e  X - r a y s  f r o m  t h e  d e n s i t y  m e a s u r e m e n t s  w i t h o u t  
a n y  spec ia l  c a l i b r a t i o n  of t h e  fi lm. 

A. ENGSTROM a n d  B. LINDSTROM 

D e p a r t m e n t  for  Cell R e s e a r c h ,  K a r o l i n s k a  I n s t i t u t e r ,  
S t o c k h o l m ,  A u g u s t  5, 1947. 

Rdsumd 

L a  c o u r b e  d ' e n c r a g e  p h o t o g r a p h i q u e  des  r a y o n s  X 
de I o n g u e u r s  d ' o n d e s  j u s q u ' k  a p p r o x i m a t i v e m e n t  25 A 
es t  examin6e .  L a  p r e m i 6 r e  p a r t i e  des courbes ,  j u s q u ' ~  
u n  e n c r a g e  de  0,15 a p p r o x i m a t i v e m e n t ,  es t  d ro i te .  

1 A. ENGSTR{JM and B. LINDSTR6M, Exper. 3, 191 (1947). 
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Fig. t. ~-amylase de Bacillus subtilis cristallisde. 
G rossissement 4(~0 lois. 

Le produit crislallisd d o n n e  les r~ac t ions  t y p i q u e s  des  
p ro t6 ines .  I1 se c o m p o r t e  c o m m e  u n e  s u b s t a n c e  h o m o -  
g~ne/~ l '61ec t rophorbse .  II a u n e  a c t i v i t 6  de 3,2 - 10 a m g  
de m a l t o s e  p a r  m g  d ' a z o t e  ( m 6 t h o d e  vo i r  a page  73). Ce 
q u o t i e n t  n ' a u g m e n t e  p lus  p a r  r ec r i s t a l l i s a t i on .  Les  cris- 
t a u x  p e u v e n t  donc  6 t re  cons id6r~s  c o m m e  de  l ' e - a m y l a s e  
de  b a c t 6 r i e  pure .  Le  q u o t i e n t  d ' a c t i v i t 6  p a r  m g  d ' a z o t e  
des  c r i s t a u x  es t  6O fois p lus  g r a n d  q u e  celui  du  p r o d u i t  
c o m m e r c i a l .  Le  r e n d e m e n t  t o t a l  en  a c t i v i t 6  d e p u i s  le 

x K. H. MEre:R, E. H. F~SCHER et P. BERNFP;LD, Heir. chim. Acta 
30, 64 (1947); Exper. 3, 106 (1947). 

A. BoIntr~ et J. EFFRONT, Brev. franq. 471546; DRP. 320571/°. 
- J. EFFRONT, C. R. 164, 415 (1917). - I. A. EVFRON'r, Chimie et 
Industrie 43, 3 (1940). - L. D. BEC~CORD, G. L. PELTIER et E. KNEEN, 
Ind. Eng. Chem. 38, ~232 (1946). 

a K. H. MEYER, E.H.  FISCHER et P. BERNFELn, Helv. chim. 
Acta 30, 64 (1947). 
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p r o d u i t  commerc i a l  j u s q u ' k  la p remibre  c r i s ta l l i sa t ion  
es t  de  12°/o. 

L a  comparaison  e n t r e  los e - a m y l a s e s  de panc rdas  e t  
de  bac t6r ie  m o n t r e  que  cos d e u x  s u b s t a n c e s  ne s o n t  pas  
iden t iques ,  car  los PH o p t i m u m  de  l ' ac t iv i t6 ,  I ' in f luence  
des sels su r  l ' ac t iv i t6  e t  l ' a f f in i t6  p o u r  le s u b s t r a t u m  1 
s o n t  d i f f6rents .  L ' a c t i o n  sur  l ' a m i d o n  es t  p a r  c o n t r e l a  
m~me p o u r  los d e u x  amylases .  

Ce travail a 6t6 eneourag4 par des er6dits ouverts par la Conf6d6- 
ration en vue de cr6er des possibilitds de travail. 

K.  H. MEYER, MARIA FULl) e t  P.  BERNFELD 

L a b o r a t o i r e s  de ch imie  i no rgan ique  et  o rgan ique  de 
l 'Un ive r s i t 6  de Gen6ve,  le 12 aofl t  1947. 

S u m m a r y  

The  pur i f i ca t ion  a n d  c ry s t a l l i z a t i on  of bac te r i a l  
a - a m y l a s e  are  desc r ibed .  I t  is no t  iden t ica l  w i t h  p a n c r e a s  
e - amy la se ,  b u t  i ts  ac t ion  on s t a r c h  is t h e  same .  

I p. BERNFELD et H. SZUDER, ~t publier. 

Aktivierung einer alkalischen Phosphatase 

Die Frage ,  ob aus  e iner  f l - G l y z e r o p h o s p h a t a s e  eine 
p r o s t h e t i s c h e  G r u p p e  bzw. eine C o p h o s p h a t a s e  revers ibe l  
a b g e t r e n n t  w e r d e n  kann ,  ist  in l e t z t e r  Zei t  w iede rho l t  
b e a r b e i t e t  worden .  DaB ,~alkalische P h o s p h a t a s e n , ,  
d u r c h  Mg ++ a k t i v i e r t  werden ,  w u r d e  s c h o n  1927 in die- 
s em I n s t i t u t  1 nachgewiesen .  Ana loge  \ V i r k u n g e n  des 
Mn ++ s t e l l t en  J .  ROCHE u n d  M i t a r b e i t e r  2 fest .  SpXter  
h a t  H .  ALBERS ~ au~ G r u n d  v o n  V e r s u c h e n ,  we lche  v o n  
se inen  1935 h ier  ausge f i i h r t en  A r b e i t e n  4 d u r c h a u s  un-  
abh~ingig s ind,  C o f e r m e n t w a n d e r u n g e n  a n g e n o m m e n ,  
bei  w e l c h e n  e ine  H o l o p h o s p h a t a s e  ih r  C o e n z y m  an  eine 
zwei te  A p o p h o s p h a t a s e  abg ib t ,  so d a b  also der  Aufbau  
e iner  n e u e n  P h o s p h a t a s e  pos tu l i e r t  wi rd  5. E in ige  J a h r e  
sp/ i te r  s ch r i eb  D. ALBERS *, dab  es i h m  ge lungen  sei, 
d u r c h  Dia lyse  aus  e iner  a lka l i schen  P h o s p h a t a s e  ein 
C o e n z y m  a b z u t r e n n e n ,  welches  w iede r  ein A p o e n z y m  
ak t iv i e r t ,  u n d  / ihnl iche A n g a b e n  m a c h t e  A. RUFFO v. 
Speziel le V o r s t e l l u n g e n  fiber die K o n s t i t u t i o n  der  a lka-  
l i schen P h o s p h a t a s e n  h a t  d a n n  R. CLOETENS s en twicke l t .  

Die E n t s c h e i d u n g ,  ob solche C o p h o s p h a t a s e n ,  wie die 
be sch r i ebenen ,  tats~ichlich exis t ie ren ,  e r s che in t  u m  so 
wich t iger ,  als h o c h g e r e in ig t e  P r / i p a r a t e  y o n  f l -Glyzero-  
p h o s p h a t a s e  s u c h  aus N u k l e o t i d e n  P O  4 a b s p a l t e n  und  
das  C o e n z y m p r o b l e m  a u c h  die N u k l e o t i d a s e n  be t r i f f t .  
V e r m u t l i c h  b e s i t z e n  s u c h  die Mkal i schen  P h o s p h a t a s e n  
e inen  h o h e n  G r a d  v o n  Subs t r a t spez i f i t / i t .  

Die R e i n i g u n g  unse re r  D a r m p h o s p h a t a s e  b e s c h r e i b e n  
wi t  a n  a n d e r e r  Stel le  u n d  k o m m e n  d a n n  a u f  die  be-  
m e r k e n s w e r t e n  E r g e b n i s s e  y o n  J .  ROCHE u n d  se iner  
Mi t a rbe i t e r  ~ zurfick, n a c h  we lchen  die a lka l i sche  P h o s -  

1 H. ERDTMAN, Z. physiol. Chem. 172, 18~ (1927) ; 177, 211 (19'28). 
J. ROCllE, C. R. Soc. Biol. 139, 807 (1944). - J. ROCHE lind 

Mitarbciter, C. R. Acad. Sci. 219, 102 (1944). 
3 H. ALBERS, Z. Angew. Chem, 49, 448 (1936); Ber. Dtseh. 

chem. Ges. 71, 1913 (1938). 
4 H. und E. ALBERS, Z. physiol. Chem. 232, 165 und 189 (1935). 

H. ALBERS, Zbl. inn. Med, 63, 111 (1941). 
s H. ALBERS, Z. physiol. Chem. 261, 43 und 269 (1939). 
v A. RVFFO, Boll. Soc. Ital. Spot. 19, 9 (1941). 
s R. CLOETENS, Naturwiss. '28, 252 (1940). - Siehe such: ERWIN 

BAUER, Z. physiol. Chem. 248, 2t3 (1937). - F. CXDRASGOLO, Arch. 
SoL Biol. 23, 504 (1937). 

9 j .  ROCHE, NGUYEN-VAN THOAI und M. RotEs, C. R. Acad. Sei. 
22`2, ~246 (1946). - Arch. intern. Physiol. 54, 209 (1946). 

p h a t a s e  t i n  Me ta l l p ro t e in  is t  u n d  d u t c h  Alan in  ak t i v i e r t  
wi rd  1. 

Auf  eine v o r h e r g e h e n d e  U n t e r s u c h u n g  yon  EULER, 
HAHN u n d  SALUSTE"- fiber f l - G l y z e r o p h o s p h a t a s e  aus  
D a r m s c h l e i m h a u t  yon  K a l b  ve rwe i send ,  k o n z e n t r i e r e n  
wir  uns  h ier  auf  die  B e s c h r e i b u n g  yon  Dia lyse-  u n d  
E l e k t r o p h o r e s e v e r s u c h e n ,  welche  s ich  au f  d e n  Nachwe i s  
e iner  C o p h o s p h a t a s e  bez iehen .  

M e t h o d i h  
Substratc. Reines/3-Glyzerophosphat verdanken wit Hcrrn Dirck- 

tor Dr. O. BAILLY, Montreuil-sur-Bois. 
Die PO4-Abspaltung wurde bei PH =- 9,2 in NH 3 - -  NH4C1-Puffer- 

16sung unter Zugabe von Magncsiumsulfat bei 37 o C kolorimetrisch 
im Stufenphotometer verfolgt. Das friiher beschriebene Verfahren 
wurde insofern modifiziert, sis die Menge des zugesetzten Magnesiulns 
auf das Dreifaebe erh6ht wurde (0,5 ml Mg-Azetatl6smlg enthaltend 
3 mg Mg/ml pro Ansatz). Auf diese Weise wird such bei weitgehender 
Spaltung und Ausfailen yon MgNH4PO 4 ein [~berschug yon Mg ge- 
sichert. Das Abbrechen der Enzymreaktion erfotgte durch Zusatz 
von 2 ml 0,5 of/o Ammoniummolybdatlhsung in "1% Schwefelsfiure 
+ 5 % Trichloressigs/iure. 

Als Marl  der A h t i v i t d t  wurde ,  wie in de r  f r f iheren Mit-  
te i lung,  de r  r ez ip roke  VCert de r  Zei t  (Minuten)  gew~ihlt, 
de r  zur  A b s p a l t u n g  yon  10% P h o s p h a t  d u r c h  1 ml 
E n z y m l 6 s u n g  e r fo rder l i ch  ist. 

spez i / i s che  A k t i v i t d t =  Akt iv i t / i t  pe r  mg  Trocken-  
subs t anz .  

~lber  a b s o l u t e  Ak t iv i t i i t en  yon  A l k a l i - P h o s p h a t a s e -  
P r / i p a r a t e n  i s t  b i sher  wenig  b e k a n n t g e w o r d e n .  Die von 
H. ALBERS 3 b e r e c h n e t e  E i n h e i t  e n t s p r i c h t  0,1 unse re r  
an  f l - G l y z e r o p h o s p h a t  g e m e s s e n e n  E i n h e i t  (fl-glph. 
Einh . ) ,  u n t e r  V o r a u s s e t z u n g ,  dab  die PO4-/~bspal tung 
zwischen  0 u n d  10 % S u b s t r a t  l inear  verlXuft.  H.  ALBERS 
gab  Iiir se ine P r / i p a r a t e  40-80,  im bos ton  Fal l  108 Ein-  
he i t en  an .  Diese Zah len  e n t s p r e c h e n  also 4-8  bzw.  10,8 
unse re r  fl-gtph. E i n h e i t ,  w / ih rend  unse r  e l ek t rophore -  
t i s ch  gere in ig tes  P r g p a r a t  25 fl-glph. E i n h e i t e n  en th ie l t .  

Dia l y se  

Diese Ver suche  w u r d e n  bei 10 ° C ausgef i ih r t ,  u n d  zwar  
wurde  ein e l e k t r o p h o r e t i s c h  gere in ig tes  P r / i p a r a t  

A gegen f i iegendes  W a s s e r l e i t u n g s w a s s e r  (PH = 6), 
B gegen f l ieBenden A z e t a t p u f f e r ,  PH = 4,5, I o n e n s t ~ r k e  

0,01, u n d  
C gegen  fliel3enden B o r a t p u f f e r ,  p~t=:: 10,5, Ionen-  

s t / i rke 0,01, d ia lys ier t .  

D i a l y s e n d a u e r  im V e r s u c h  A 96 S t u n d e n ,  in den  Ver- 
s u c h e n  B u n d  C 48 S t u n d e n .  N a c h  b e e n d e t e r  Dialyse  
w u r d e  die Akt ivi t~t t  m i t d e r  be i  g le icher  T e m p e r a t u r  
a u f b e w a h r t e n  u n d i a l y s i e r t e n  E n z y m l 6 s u n g  verg l ichen .  
I m  V e r s u e h  A w u r d e  de r  G e h a l t  an  T r o c k e n s u b s t a n z  
vor  u n d  n a c h  de r  Dia lyse  e r m i t t e l t .  

Abna hme der 
Aktivit~t per AktivitSt in Q]o der Spezifische 

ml L6sung Au~gang~-Aktivit~t Aktivit~it 

Vor  Dia lyse  . . 6 ,5-7 ,2  0 8,0 
N a c h  Dia lyse  A 5,5 19 7,9 

B 1,4 79 - 
C 5,2 23 - 

EleMrophorese 

Der  hierzu v e r w e n d e t e  A p p a r a t  is t  e ine Vergr6Berung 
des  yon  HAHN u n d  TISELIUS 4 b e s c h r i e b e n e n  Mehrzel len-  

1 Siehe hierzu: C. A. ELVEHJEM und E. B. HAter, J. biol. Chem. 
134, 425 (1940). 

2 H. v. EVL~R, L. HAHN und E. SALUNTE, Svensk Vet. Akad. Ark. 
f. Kemi 24 A, Nr. 5 (1946). 

a H. ALBERS, Z. physiol. Chem. 261, 43 (1939). 
4 L. HAHN und A. TISELIUS, Biochem. Z. 314, 336 (1943). 


