
1904 HELVETICA CHIMICA ACTA. 

237. Sur les enzymes amylolytiques IIl). 
L’affinite entre enzyme et substratum pour quelques a-amylases 

par P. Bernfeld et H. Studer-PBeha. 
(10 IX  47) 

Dans un travail pr6ci.dent2) nous avons pu montrer que lorn de 
la dkgradation a-amylatique de l’amylose une partie du substratum 
est soustraite l’action de l’enzyme. En  effet, des particules d’amylose 
s’agglomPrent en formant des submicrons qui sont resistants B l’action 
des amylases. Cevieillissement a lieu au cours meme de la reaction 
enzpmatique. La, partie de l’amylose qui r4siste de cette fapon a l’a- 
amylase dkpend de la concentration de cette dernikre. ilux trks fortes 
concentrations d’enzyme le vieillissement est nu1 et la degradation 
atteint 40 a 45 ”/b des liaisons glucosidiques de l’amylose. 

Fous aVons vu en outre que les a-amylases de pancreas, de bac- 
1,i.rie et de malt se comportent qualitativement d’une manibre absolu- 
inent analogue (voir les fig. 1, 2 et 3 du mPmoire prkcedentz)). Mais 
on observe de grandes diffkences entre ces trois a-amylases au point 
de vue quantitatif. Les concentrations d’enzyme nPcessaires pour sup- 
primer le phdnomkne du vieillissement de l’amylose sont trks diff6- 
rentes pour chacune des trois amylases. Ceci resulte des fig. 1 et 2 
dans lesquelles nous avons ri.sum6 quelques essais du travail pr6c6- 
dent2). Les concentrations des amylases sont exprimkes en activiti. 
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Fig. 1. 
Degradation de l’amylose par les a-amylases de 
pancreas Q la concentration de 
bactbrie & la concentration de [SO] = B [50] 
malt B la concentration de [loo] = M(1001 

[2] = P [2]  

Communication prbcddente: K. H .  Meyer, E. H.  Fischer et  P. Rernfeld, Helv. 
30, 64 (3947). 

2, P. Bernfeld et  H .  Studer-PQeha, Helv. 30, 1895 (1947). 
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par volume de solution. L’cc-amylase de bactBrie exige ainsiiune con- 
centration environ 25 fois plus grande que l’cc-amylase de pancrBas 
pour arriver B une scission de 40 a 45% des liaisons de l’amylose (voir 
fig. 1). A concentrations Bgales l’effieacitd des trois amylases a 
empBcher le vieillissement de l’amylose dBcroit dam l’ordre suivant : 
cc-amylase de panerdas, cc-amylase de bactdrie, cc-amylase de malt (voir 
fig. 2). 
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La diffhrence dans le comportement de ces trois a-amylases qui 
possbdent pourtant la m&me specificit4 chimique nous a amen& 
Btudier leur affinitk pour le substratum. 

L’affinitB entre une enzyme et son substratum est ddfinie comme 
suit 1)-6). I1 est gdndralement admis qu’une rBaction enzymatique 
se dkroule en deux phases. Dans la premibre phase l’enzyme et le 
substratum se remissent en formant une combinaison d’addition 
intermbdiaire. Celle-ci est en Bquilibre de dissociation avec l’enzyme 
et le substratum libres. C’est la partie du substratum ainsi combinite 
qui subit dans la deuxibme phase la transformation chimique. La 
vitesse de rhaction v est proportionnelle a la concentration C du com- 
plexe entre l’enzyme et le substratum : 

v = k, .C (1) 

A. J .  Brown, Soc. 81, 373 (1902). 
2) L. Michaelis et M .  L. Menten, Bioch. Z. 49, 333 (1913). 
3, D. D. Van  Slyke et  G. E. Cullen, J. Biol. Chem. 19, 211 (1914). 
4)  G. E. Briggs et J .  B. S. Haldane, Biochem. J. 19, 338 (1925). 
5 )  E. A. Moelwyn-Hughes, dans N o d -  Weidenhugen, Handbuch der Enzymologie 

6 ,  D. D. Van Slyke, Adv. Enzym. 2, 33 (1942). 
1940, 257. 
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En appliquant la loi d’action des masses h la formation de ce complexe 
on obtient : 

(2) 

oil E et S sont lcs concentrations totales de l’enzyme et du substratum 
et t “  la concentration du complexe formd. K est la constante de disso- 
ciation cle ce complexe, appelBe aussi constante de Michaelis. La valeur 
I / K  exprime l’affinit8 entre l’enzyme et le substratum. 

Pour une trks grande concentration du substratum, o h  C devient 
dgligeable vi~- i -vis  de S, on obtient : 

(E-C) (S-C)  
C 

- K  ~~ 

En augmentant encore la concentration du substratum, on arrive 
finalement & un stade oil pratiquement toute l’enzyme est fixiie dans 
Ir complexe interm6diaire, c’est-&-dire ou C = E. La vitesse de rPac- 
tion atteint alors une limite maximum V et l’dquation 1 devient : 

v = k , . E  (4) 

De I, 3 et 4 on tire: 

L’dquation 5 permet de diiterminer la constante K et l’affinitd l/K1)2). 

Nous pouvons faire le m6me raisonnement pour le cas d’un grand 
excks d’enzyme par rapport au substratum et remplacer ainsi les 
kquations 3,  4 et 5 par 3’, 4‘ et 5‘: 

V’= k1.S (4‘) 
v c  E 
V‘ S K + E  
_-  - -. - - ___ 

En gBnBra1, la constante de MichaeZis est ddterminBe par des 
essais effectuds avec un grand excBs de substratum (iiquation 5) .  Mais 
la ddtermination peut se faire aussi par des essais effectuPs avec un 
grand excks d’enzyme (dquation 5’). 

Dans le priisent travail nous avons mesurd la constante de, Mi- 
chaelis K pour les a-amylases de pancrkas et  de bact6rie. En utilisant 
de l’amylose comme substratum il est nkcessaire de travailler avec 
un grand exciis d’enzyme pour Bviter la formation de submicrons 
tl‘amylose3). Mais dans ce cas, la vitesse de &!gradation est trks grande, 
c.t il est difficile d’effectuer des mesures de cinetique avec une prdci- 
pion suffisante. 

l) L. Michaelis et X. L. Menten, Bioch. Z. 49, 333 (1913). 
H .  Lineweaver et D. Burk, Am. SOC. 56, 658 (1934). 

a) P. Bttrnfeld et H. Btcder-Pkha, Helv. 30, 1895 (1947). 
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Yous avons alors deux possibilitds : lo abaisser sensiblement la 
tempdrature de la reaction (par exemple a O O ) ,  ce qui dimiiiue forte- 
ment la vitesse de rkaction, mais influence aussi la constante de Jfi- 
chaelis, ou 2O remplacer l’amylose par un autre substratum dont les 
solutions sont stables, par exemple par l’amylopectine selon flchochl), 
et effectuer la dktermination de K selon la fapon habituelle, c’est-h- 
dire avec un exch de substratum. 

Nous avons choisi la seconde possibilit4. Nos essais ont 6 t k  effec- 
tuPs de la fagon suivante: l’amylopectine de mais selon 8chochl) est 
dkgradde par les a-amylases de pancrkas et de bacterie a une tempd- 
rature de 30° C. Pour chacune des deux enzymes on effectue des skries 
de mesures dans lesquelles la concentration de l’amylopectine est 
variBe entre 1 , O  et O,O5 yo, tout en maintenant constante la concentra- 
tion de l’amylase. Le pouvoir rdducteur est suivi par la mdthode de 
Sum.rzer2)3) et la vitesse de reaction initiale v est determinee par 
voie graphique. La constante de Michaelis est trouvde graphiquement 
d’aprbs Lineweaver et Burk4) en portant l /S sur l’abscisse contre l / v  
sur l’ordonnde. On obtient de cette manikre une droite (voir fig. 3) 

B A 0 I0 20 30 40 
f/S= f/conc d‘amyopt-he 

Fig. 3. 
DBtermination de la constante de Michaelis K .  

I = a-amylase de bacterie B la concentration de [lo], PH 6,9 
I1 = x-amylase de bactCrie 3L la concentration de [lo], p~ 5,3 

111 cc-amylase de pancreas L la concentration de [lo], PH 6,9 
IT7 ~ r*-amylase de pancreas b la concentration de [20], p~ 6,9 

0 A - l /K  pour l’a-amylase de bactCric = 16x100 cm3/gr. 
0 B = l/K pour l’a-amylase de pancrbas = 55x100 cm3/gr. 

I )  T. J .  Schoch, Am. 6oc. 64, 2957 (1942). 
2 ,  J .  B. Sumner, J. Bid. Chem. 62, 287 (1925). 
3 \  G. XoeZting, these, Geneve (1947). 
4, H .  Lineweacer et D. B u d ,  Am. Xoc. 56, 658 (1934). 
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tlont l’intersection sur l’ordonnke donne 1/V et l’intersection de #a 
prolongation sur l’abscisse donne la valeur numitrique de 1/K. En  
effet 1/v est une fonction de l/S, eomme on peut le voir par trans- 
formation de l’dquation 5 :  

(6) 
1 1  K 1  
v v v s  

I1 en rdsulte les valeurs suivantes pour la constante de Nichuelis:  

- 

K = 0,018 pour l’a-amylase de pancrkas, L PH 6,9. 
K = 0,063 pour l’a-amylase de bactkrie, aux p~ 5,3 et 6,9. 

H a la dimension d’une concentration qu’on exprime en gkndral en 
moles (de substratum) par litre, et que nous avons exprimde ici en gr. 
par 100 em3. 

I1 est trits probable que l’affinit6 d’une a-amylase pour l’amylose 
et celle de la meme amylase pour l’amylopectine sont 4gales ou au 
moins trPs rapprochbes l’une de l’autre, si le poids molitculaire des 
deuxpolysaccharides est le m8me. En  effet, notre amylopectine de mays 
posskde un poids moleculaire de 45000l) et l’amylose de mais que 
nous avons utilisd dans le travail prdc6dent2) possitde un poids molb- 
tmlaire de 400003). Nous pouvons done admettre que l’a-amylase de 
panerkas possbde une affinitk beaucoup plus grande que l’a-amylase de 
bactkrie, aussi bien pour notre amylopectine que pour notre amylose. 

Nous pouvons maintenant expliquer pourquoi les a-amylases de 
pancrkas et de bactdrie ont une efficacitd diffitrente a empeeher le 
vieillissement de l’amylose. Comme nous avons vu, la presque totalitt 
tie l’amylose est fixde dits le debut de la reaction dans le complevc 
ontre l’enzyme et le substratum, si la concentration d’enxyme est 
suffisamment grande. Les particules d’amylose sont de cette fason 
emp6ch6es de former des submicrons et le vieillissement est supprim& 
Or, il suffit d’une quantitk plus petite de l’amylase h grande affinitt 
pour fixer une eertaine quantitk d’amylose dans ee complexe que de 
l’amylase a petite affinit6 : l’a-amylase de pancrdas doit &re plus 
efficace que l’a-amylase de bactdrie. Ceci a B t P  en effet observd (voir 
fig. 1 ct 2). 

Le fait que l’a-amylase de malt est encore moins efficace a sup- 
primer le vieillissement de l’amylose que les deux autres a-amylases 
nous permet de conclure que son affinitk pour l’amylose est encore plus 
faible que l’affinitd de l’a-amylase de bactdrie. Hopkins4) indique pour 
l’a-amylase de malt une constante d’affinitk de 0,024 gr./100 em3 en 
utilisant de l’amidon comme substratum. Une comparaison de cette 
valeur avec les ndtres nous semble &re difficile a cause cle la cliff& 
rence du substratum, ainsi que de son poids moldculaire. 

l) K.  H .  Meyer, G. Noelting et P. Bernjeld, Exper., sous presse. 
2, P .  Bernfeld et H. Studer-Pkcha, Helv. 30, 1895 (1947). 
3, K. H. Meyer, W.  Brentano et P. Bernjeld, Helv. 23, 845 (1940). 
4, R. H .  Hopkins, Adv. Enzym. 6, 410 (1946); D. E. Dolby, thi.se, Birmingham (1938). 



Volumen xxx, Fasciculus VI (1947). 1909 

Tandis que 1’affinitP pour le substratum est differente pour cha- 
eune de ces trois cr-amylases, leur action sur le substratum semble &re 
&gale, c’est-a-dire qu’elles provoquent la meme ritaetion ehimique et 
qu’elles choisissent les m@mes liaisons sur le substratum. I1 semble done 
que les sr-amylases de pancreas, de bactbrie et de malt, tout en poss6- 
tlant le meme groupement actif (par exemple le m6me groupe prosth6- 
tique ou la m&me coenzyme), sont constitubes de protbines diffbrentes, 
c’est-&-dire d’npoenzymes diffPrentes. 

R6SUM@. 
L’affinitP de trois a-amylases pour leur substratum (amylose ou 

amylopectine) est diff4rente. Elle dkcroit dans l’ordre suivant : sr-amy- 
lase de pancreas, sr-amylase de bactitrie, a-amylase dr malt. 

Part i e e s p 6 rim en t a 1 e . 
Lcs prbparations d’enzyme sont les mCmes que celles utilis6es dans le travail prifcif- 

dent1). Le dosage de leur activit6 se fait dans leu conditions qui y sont indiquees. Les 
concentrations en a-amylase sont exprimees de la m6me facon, c’est-&-dire en activiti: par 
volume. Nous designons par [l] la concentration enzyniatique suivante: 1 em3 d‘une 
solution d’enzyme, possedant dans nos conditions de dosage une activite de 1,50 mgr. 
de maltose, e t  dilue a 50 em3. 

Pre‘parution de l’amylopectine. 10 gr. d‘amidon de mais degraisse sont dissous selon 
Schoch2) dans 1 litre d’eau par un traitement de 2 heures l l O o  C dans l’autoclave en 
prksence de 150 em3 d‘alcool n-butylique et  de 50 em3 d’alcool amylique. Puis la solution 
est lentement refroidic e t  conservbe pendant 48 heures a une temphrature de + 3O C. 
On centrifuge alors une heure a 3000 tours/minute pour Bliminer le precipitif d‘amylose 
qui s’est forme. La solution surnageante, faiblement trouble, est concentree dans le vide 
jusqu’a une teneur en amylopectine de 0,67%. Ce traitement Climine en m&me tenips 
les alcools. La solution peut &tre conservee a froid pendant plusieurs semaines. 

Lu de‘termination de la constanfe de Michaelis. 
Tous les essais se font dans une chambre dont la temperature est tenue constante 

& 20 5 1 C. La variation de temperature observee pendant la durife d’une serie d’essais 
ne dkpassait jamais & 0,3”. Toutes les solutions et tous les rheipients ont C t C  portes prifa- 
lablement b la tempkrature de cette chambre. 

a-amylase de pncre’aas. 25 em3 de la solution d’amylopectine sont additionnes de 
1,25 em7 de SaOH n. Aprits un repos de 10 minutes on ajoute l,55 em3 de H,PO, 1,6 n, 
contenant 1,4 mgr. de NaCI, puis 1 em3 d’une solution d’a-amylase de pancreas a 0,5%, 
prCalablement bouillie et filtrec, et enfin 1,2 em3 d’une solution d’enzyme. La teneur 
de cette dernigre en a-amylase est telle qu’elle porte [lo] la concentration d’enzyme 
tlans le melange de rbaction, ou a [20] dans d’autres cas. On prb18ve des prises de 4 em3 
dans des Cprouvettes e t  on arr&te la rilaction enzymatiquc a temps voulu (gifneralement 
aprits 60, 120, 180, 240 et 300 secondes exactement) par I’adjonction de 4 em3 de la solu- 
tion alcaline d‘acide dinitrosalicylique (solution 3 pour le dosage d’activitk, du memoire 
prBc6dent). On plonge les Bprouvettes dans de l’eau bouillante pendant 5% minutes, re- 
froidit, dilue chaque prise par 16 cm3 deau  et  lit au photometre contre un blanc sans 
enzyme trait6 dans les m h e s  conditions. 

On  rkpitte le m6me essai avec line solution d‘amylopectine 2,s fois plus diluife, puis 
avee une solution d’amylopectine 5 fois plus diluec, puis 10 fois e t  finalement 13 fois plus 
diluee. 

l) P. Bernfeld et  H .  Stzlder-PMuz, Helv. 30, 1895 (1947). 
2, T . J .  Schoch, Am. Soc. 64, 2957 (1942). 
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Les extinctions observkes sont exprimees en mgr. de maltose d’aprhs une courbe 
d’ktalon, &tablie dans les m h e s  conditions. En portant ces valeurs de reduction en fonc- 
tion du temps on obtient pour chaque concentration d’amylopectine une courbe. L’incli- 
naison de ces courbes au temps t = 0 donne la vitesse initiale de rkaction. Nous expri- 
mom cette vitesse en mgr. de maltose par minute et par prise de 4 em”. 

a-amylase de 6acthie ic p~ 6,9. L’essai se fait de la meme faqon avcc la seule diffe- 
rence qu’on ajoute 1 em3 d’eau au lieu de la solution d’enzyme bouillie. 

a-amylase de bactdrie ic pE 5,3.25 em3 de la solution d’amylopectine sont additionnbs 
de 1,25 em3 de NaOH n. Aprks un repos de 10 minutes on ajoute 1,55 em3 de CH3COOH n, 
puis 1 em3 d’eau et  1,2 em3 d’enzgme. On poursuit l’essai de la m6me faqon que pour 
l’cc-amylase de pancrkas. 

Comme exemple, nous montrons dans la figure 4 les resultats d’une skrie d‘essais 

Ngr de maltose 
trowis ar 

pme de drn’ 

a 60 tza IIO NO JOU 

Fig. 4. 
L’action de l’a -amylase de pancrkas sur l’amylopectine & differentes concentrations. 

h p s  Pn serondes 

I = la concentration de l’amylopectine est de 0,4650:, 
I1 - la concentration de l’amylopectine est de 0,185% 

I11 : la concentration de l’amylopectine est de 0,0930/, 
I V  = la concentration de l’amylopectine est de 0,047% 
V = la concentration de l’amylopectine est de 0,035O/, 

effectuh avec l’a-amylase de pancreas. Pour l’a-amylase de bactkrie nous obtenons dcs 
figures analogues. 

Dans la figure 3 les valeurs rhciproques de vitesse initiale trouvees de cette faqon 
pour les deux a-amylases sont portees en fonction des valeurs rkciproques de la concen- 
tration d’amylopectine. 

Kous remercions M. le Prof. K. H .  Meyer de ses prkcieux conseils et de l’intitrkt 

Ces recherches ont BtB encourages par des credits ouverts par la Confhdkration en 
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vue de cr6er des possibilitbs de travail. 
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