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Das Tetraacetat gab mit ~-Pentancetyl-glucose in der Mischprobe cine starke 

Acetg l ie rung .  Das mit Pyridin und Arrtanhydrid 5 Minuten be1 GOo acetyliertc 

Schrnclzpunktserniedrigung. 

Tetraacetat gab quantitativ die bei 135O schmelzende B-Pentaacetyl-glucosr. 
[“ID =+3,8O (c = 1 in Chloroform) 

DIP Mischprobe mit P-Pentaacetyl-glucosc anderer Herknnft zeigte keine Schmelzpunkts- 
erniedrigung. 

Die Analysen aurden in unserer mikroanalytischen abtcilung yon Hrn. W .  Nanser 
ausgefuhrt . 

Organisch-chePnisches Laboratorium der 
Eidg. Technischen Hochschule, Zurich. 

48. Sur les enzymes amylolytiqucs III1). 
La P-amylase: dosage d’activite et contrdle de i’absence d’a-amylase 

par G. Noelting et P. Bernfeld. 
(22 XI1 47) 

Nous avons mis au point une mkthode de dosage de la ,Ll-amylase, a 
la fois simple, rapide et prBcise, qui Btait nkcessaire pour nos travaux. 
Elle consiste B dkterminer photom4triquement le maltose form6 par 
action de l’enzyme. 

Cornme substratum, nous avons choisi l’amylopectine de pommc 
de terre, prkparhe avantageusement selon la mkthode de Schoch2). 
Ce produit est stable en solution aqueuse a froid: sa valeur de rBduo- 
tion A blanc n‘augmente pa8 avec Ie temps comme c’est le cas pour 
l’amidon Z.uZ7cowski; 8a solution ne devient pas trouble comme celle 
de l’amylopectine de mais, m6me en presence de quelques pourcents 
d’amylose. Le maltose form6 est dose par rkduction d’acide dinitro- 
3,5-salicylique l o o o  en milieu alcalin, selon Atrmner3). On obtient 
ainsi une coloration brune dont on dktermine l’extinction au photo- 
ni6tre. Pour une d6grada)tion de l’aniylopectinc jusqu’a 10 yo, l’acti- 
vit4 de l’amylase est directement proportionnelle a l’extinction ob- 
tenue, et, partant, B. la quantitP de maltose form&. On exprime 
l’aotiTitP de la, /I-amylase en mgr. de rnaltose hydrat4 (C,2H22011,H,0), 

Jlme communication, Hclv. 30, 1904 (1947). 
2, Y’h. J. Schoch, Advances in Carbohydrate Chemistry I ,  247 (1945). 
3, J .  R. Sumner, J. Biol. Chem. 62, 287 (1925). 
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form4 en 3 minutes Q 20° dans une solution d’amylopectine a 0,5%, 
au pR 4,8. 

De faibles quantitbs des alcools mbthylique ou kthylique, d‘acbtone ou de tolubne 
dans la solution d’enzyme n’influencent pas le dosage. La prksence de sulfate d’ammonium 
ou de phosphates ne g h e  que si leur concentration est suffisante pour diminuer I’alcalinit6 
du rbactif. Le thymol et le chloroforme doivent &re absents. 

La mdthode convient 6galement pour le dosage d’activite de 
l’a-amylase; cette activite sera exprimee en mgr. de maltose apparent, 
obtenus dans les conditions ddcritesl). 

Lorsqu’on veut determiner une limite de degradation p-amy- 
latique, il est indispensable de verifier I’absence d’a-amylase dans la 
solution d’enzyme. La methode ancienne de Wijsma.n2) est bade  sur 
la difference de vitesse de diffusion de l’a- et de la /?-amylase de malt ; 
mais elle est trits peu sensible. Aussi avons-nous perfectionnk une 
ndthode d4crite auparavant3)), qui consiste en la mesure de l’action 
de l’amylase a contrdler, sur la dextrine residuelle. En effet, la dextrine 
rbsiduelle, obtenue par degradation /?-amylatique de l’amylopectine 
n’est pas attaquee par la ,&amylase pure; elle est cependant rendue 
accessible a l’action B-amylatique aprits avoir subi une scission par 
l’a-amylase. On amplifie ainsi l’action de Pa-amylase dont des traces 
peuvent &re dPcel6es. 

La dextrine residuelle obtenue de l’amylopectine de pomme de 
terre ne convient pas a ce dosage, car cette amylopectine contjent du 
phosphore lid qui s’oppose a l’action de la /?-amylase. Sa dextrine 
rksiduelle posskdera de ce fait des groupes terminaux phosphoryl4s 
qu’une phosphatase rendra accessible Q I’attaque ,8-amylatique, en 
faisant croire ainsi Q la presence d’a-amylase. C’est pour cette raison 
que nous avons utilise la dextrine de l’amylopectine de mais. 

La dextrine rdsiduelle doit de plus &re exempte d’amylose. En 
effet, l’amylopectine contient gkneralement une certaine quantite 
d’amylose qui, en partie, est soustrait h l’attaque de la /?-amylase par 
suite de formation de particules associees (vieillissement) et qui est 
ainsi retenu dans la dextrine. En se redissolvant trits lentement, cet 
amylose est peu Q peu degrade par la /?-amylase, ce qui fait croire 
la presence d’a-amylase. Nous avons donc debarrass4 notre dextrine 
de l’amylose par adsorption de ce dernier sur du coton4). 

Nous avons dBtermin4 la sensibilitt! de la mdthode en faisant agir 
sur la dextrine residuelle des melanges d’une solution de ,%amylase de 
malt, purifiee et exempte d’a-amylase, et de faibles quantites d’une 

1) K.H. ilfcyer, Ed. H .  Fischer e t  P. BemLfeld, Helv. 30, 64 (1947). 
2, H .  P. Wijsman, thkse, Amsterdam 1889, voir aussi C. A.  van Klinkenberg, Kon. 

3 )  I<. E l .  J I e y r ,  P .  Hernfeld et  J .  Press, Helv. 23, 1465 (1940). 
4) C. Tanret, C. r. 158, 1353 (1914). 

Skad. Wetensch. Amsterdam, Proc. of Sect. Sci. 34, 893 (1931). 



288 HRLVETICA CHIMICA ACTA. 

solution d’a-amylase de bactitrie cristalliskel). En  exprimant la 
quantitk des deux amylases par leur activitit, mesurke comme d&crit, 
nous avons trouvk que O , O l %  d’a-amylase peuvent encore Btre 
d&cel& (voir tableau I). 

Partie  exp6rimentale. 
Dosage de la B-amylase. 

Solutions : 
I ,  Tampon pE 4,8: 10,2 em3 de CH,COOH glacial e t  30,7 gr. de CH,COOXa, 3 H,O 

sont dissous dans de l’eau et  la solution est portee b 250 em3. 
2, Reactif: On humecte 1 gr. d’acide dinitro-3,5-salicylique par quelques gouttes 

d’eau, ajoute lentement et en triturant 20 cm3 de NaOH 2 n. et dilue par environ 50 emi 
d’eau, Apres dissolutioii complkte a temperature ordinaire, on ajoute 30 gr. de sel dc 
Seignette, complete la solution & 100 em3 et  filtre a travers un filtre en verre d’lena 02,  
sans aspiration. L’extinction de cette solution, mesurBe au photometre de Pulfrich avec 
un filtre vert (S 53) e t  dans une cuve de 20 mm d’epaisseur, est de 0,11 0,12. Cette solu- 
tion est stable; elle doit Btre conservbe b l’abri du CO, de l’air, afin d’bviter une diminution 
de l’alcalinitb. 

3. Amylopectine de pomme de terre: Une suspension dc 100 gr. d’amidon de pomme 
de terre dans 100 em3 d’eau froide est vershe lentemont dans 5 litres d‘eau B 90° sous forte 
agitation. L’cmpois ainsi obtenu est additionni: de 500 em3 de cyclohexanol e t  chauffh 
pendant 2 hcnrcs a 1090 dans un autoclave. On laisse refroidir la solution obtenue tr6s 
lentement jusqu’8 tempi:ratiire ordinaire (au cours de 8 B 10 heures) en agitant continuclle- 
ment, puis on refroidit 0O. Apres un repos de 7 jours a Oo on centrifuge pendant 1 heure 
& 3000 tours/min. On dbcante la solution surnageante contenant l’amylopectine et  pr6- 
cipite cette dernihre en faisant couler lentement la solution dans 5 litres d‘acetone sous 
forte agitation. Le precipite est lave 8. l’ac6tone et  sBch6 dans le vide sur du silicagel. Le 
rendement est d’environ 40 gr. On dissout 1 gr. de cette amylopectine dans un peu d’eau 
chaude, refroidit B la temperature ordinaire, ajoute 1 cm3 dn tampon I et porte la solution 
B 100 cm3. Elle constitue la solution 3. 

Mode opdratoi-ie. 
On porte 1 cm3 de la solution de /?-amylase & doser dans une Bprouvette placBe dans 

un thermostat 8 20O. On ajoute 1 cm? de la solution d’amylopectine 3 prbalablement 
porthe 20O. On l a k e  agir pendant 180 secondes et  interrompt la reaction par adjonotion 
de 2 cm3 de reactif 2. On plonge l’kprouvette pendant 5 min. dans de I’eau bouillante, 
refroidlt dam un courant d’eau froide et  dilue par 20 em3 d’eau. On compare l’absorption 
de la solution brune obtenue, avec celle d’un essai B blanc sans enzyme, trait6 dans les 
memes conditions, en utilisant un filtre vert (S 53, Pulfrich) et  des cuves de 20 mm 
d‘epaisseur. Les valeurs d‘extinction sont exprimbes en mgr. de maltose d’aprbs une 
courbe Btalon obtenue comme suit: a 2 cm3 de solution contenant des quantites de mal- 
tose variant de 0,2 & 2,O mgr., on ajoute 2 em3 de r6actif 2. On plonge dans de l’eau 
bonillante pendant 5 min., refroidit, dilue par 20 01118 d’eau et  compare au photonihtre 
dans les conditions dbcrites avec un essai & blanc sans maltose. 

obtenir une degradation do l’amylo- 
pectin? infbrieure a 10%. La prBcision de la m6thodc est do + 2%. Pour des essais moins 
prhcis, on peut aller jusqu’k 25% de dhgradation. 

La solution de /?-amylase est diluee de faqon 

La mBthode se pritte 

l )  K .  H .  Meyrr, M.Ficld et P. Bernfeld, Exper. 3, 411 (1947). 

des dhterminations en shic. 
-~ 
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Solutions: 
4. Tampon pH 5,3: 4,5 cm3 de CH,COOH glacial c t  43,5 gr. dc CH,COONa, 3 H,O 

sont dissous dans de l’eau et la SOlUtiOn est portke B 250 cm3. 

5. Dextrine residuelle: Une suspension de 60 gr. d’amidon de mais dbgraissb dans 
60 om3 d’eau froide est verske dans 3 litres d’eau B 90° BOUB forte agitation. L’empois ainsi 
obtenu est additionnb de 300 cm3 de n-butanol e t  chauffb pendant 2 heures B 1090 dans 
un autoclave. On laisse refroidir B 95O et ajoute SOUS forte agitation un mklange de 120 cm3 
de n-butanol et 120 om3 d’alcool isoamylique, port6 prkalablement a 950. On laisse alors 
refroidir tr&s lentement jusqu’b la temperature ordinaire (au cours de 8 B 10 heures) en 
agitant continuellemmt, puis on refroidit B 00. AprAs un repos de 7 jours BOO, on centrifuge 
pendant 1 heure k 3000 tours/min. On dkcante la solution surnageante contenant l’amylo- 
pectine et  klirnine les alcools par concentration B pression rkduite ti 35O B environ la moiti6 
du volume original (soit Q 1800 cm3). On ccrajeunit)) B 35” par adjonction de 75 om3 de 
NaOH 2 n, r a m h e  au pH 4,8 par 150 em3 d’acide acktique 2 n et ajoute immkdiatement 
4 cm3 d’une solution de ,9-amylase1) (activit6 apres dilution 1 B 20: 1,l mgr. de maltose). 
On laisse la degradation se poursuivre pendant 24 heures it 35O. Puis, afin d’hliminer ce 
qui reste de l’amylose, on fait couler la solution A travers une colonne contenant 60 gr. 
de coton hydrophile que 1’011 exprime ensuite. On r6pBte l’opkration avec du coton frais, 
et on procede B un second rajeunissement B 35O par adjonction de 150 om3 de NaOH 2 n. 
On porte pH 4,8 par 300 cm3 d’acide acetique 2 n et ajoute immkdiatement 4 om3 de la 
solution de /3-amylase. AprAs un repos de 24 heures B 35O, on dbtruit l’enzyme par une 
chauffe de 5 min. a ebullition, puis on refroidit rapidement e t  filtre la solution. 1 cm3 de 
cette solution donne une coloration pourpre dejB avec la prem$re goutte d’une solution 
de KI, 0,01 n, aussi bien qu’avec des quantitks PIUS fortes d‘iode. Elle ne contient donc 
point d’amylose. On prkcipite la dextrine rksiduelle en faisant couler cette solution dans 
5 litres d’acbtone. On centrifuge, lave it l’acktone et &he au vide. Le rendement est de 
15 gr. Une prise de 2 gr. de cette dextrine est dissoute dans de l’eau, additionnee de 1 cm3 
de tampon pH 5,3 (4 ) ,  et  diluke B 100 cm3. Ceci constitue la solution 5. 

p- Amylase 
ajouGe, 

jxprim6e en 
activite 
par om3 

- 
0,6 
0,6 
096 
0,6 
- 
__ 

Dextrinc 
rbsiduelle, 

oncentratior 

a-Amylase 
ajoutke, 

exprimbe en 
activit6 
par cm3 

- 
- 

0,00006 
0,0006 
0,002 
0,00006 
0,0006 

Tableau 1. 

Rapport 
des activitks 
a/,9-amylase 

- 
- 

1 : 10000 
1 : 1000 
1 : 300 
- 
- 
- 

Extinction 
apres 6 h. 

L 25O 

. .. 

0,19 f 0,Ol 
0,20 f 0 , O l  
0,24 f- 0 , O l  
0,28 5 0,Ol 
0,35 f 0,Ol  
0,19 * 0,Ol 
0,21 * 0,01 
0,25 f 0,01 

Action de 0,5 om3 de solution de /3-amylase de malt’) et de 0,5 cms de solution 
d’a-amylase de bacGrie2) B diffkrentes concentrations Bur 1 cm3 de dextrine rbsiduelle 5. 
Volunie total toujours 2 om3. 

l) Helv. 31, 106 (1948). 2, Exper. 3, 411 (1947). 
19 
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Mode opdratoire: 
A 1 cm3 de la solution de dextrine residuelle 5, on ajoute 1 em3 de la solution do 

b-amylase B examiner (activiti. entre 0,6 et  1,0 mgr. de maltose). Simultanement on fait 
un essai B blanc en melangeant 1 om3 de 5 avec 1 cm3 d’eau. Ces deux solutions sont 
laissees pendant 6 heures B 25O. On ajoute alors B chacune d’elles 2 cm3 de rkactif 2 et  on 
determine la valeur de reduction comme ci-dessus. E n  absence d’a-amylase, ces deux 
solutions donnent la m h e  valeur de reduction. Une quantith de 0,0l% d’cc-amylase 
donne par contre d6jB une diffkrence (voir tableau). 

Laboratoires de chimie inorganique et 
organique de l’Universit6 de Genkve. 

49. Le dosage semi-quantitatif de l’ion sulfurique (SO,”) 
dans les eaux naturelles 

par P. E. Wenger, D. Monnier et I. Hoffmann. 
(22 XI1 47) 

Ce travail fait partie des recherches que nous avons entreprises 
sm les dosages semi-quantitatifs au moyen de rdaetifs sensible8 et 
selectifs et dont nous avons donne le principe dans des publications 
pre~bdentes l )~)~) .  

Cette methode se pr&e particulierement bien B l’analyse des ions 
SO,” dans les eaux naturelles, &ant donne la faible quantitd de 
sulfates qu’elles renferment (1 B 1000 mgr./l). Les dilutions que l’on 
effectue pour determiner la limite de perceptibilite sont relativement 
peu importantes ce qui permet d’obtenir des resultats presentant une 
precision satisfaisante. Les ions &rangers s’y trouvent le plus souvent 
en trks faibles concentrations, aussi ne produisent-ils, dans la plupart 
des cas, que des perturbations insignifiantes. Signalons enfin qu’une 
fois la limite de perceptibilite obtenue, l’emploi de la balance n’est 
plus ndcessaire. I1 est m6me possible d’ktablir la methode sans pesee 
aucune, en partant d’une eau minerale de composition connue. 

Cette methode est trks rapide. Dans les conditions les moins 
bonnes, elle peut s’effectuer en 15 minutes, lorsque la limite a, 4th 
determinee et la formule Btablie. 

l) P .  E .  Wengel-, D.  Monnier et  A .  Piguet, Helv. 29, 1698 (1946). 
2, P .  E .  Wenger, D.  Monnier et  Y .  Rusconi, Anal. Chim. Acta I, 190 (1947). 
3, P .  E .  Wengel-, D.  Monnier et  Y .  Rusconi, Helv. 30, 1636 (1947). 




