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RI~SUMI~.  

Une nouvelle methode de dosage de I’activite cr-amylatique a 
Bt6 d6crite. Cette methode simple et rapide est basee sur la compa- 
raison de la coloration a l’iode de l’amidon degrade par l’amylase, 
avec une Bchelle de couleurs stables. 

Laboratoires de Chimie organique et 
inorganique de l’Universit8 de GenBve. 

189. Sur les enzymes amylolytiques Vl). 
Cornparaison de I’action enzymatique d’a-amylases 

de diverses provenances 
par P. Bernfeld et  Maria Fuld. 

(22 VI 48) 

Les a-amylases de pancreas de pore2), de salive humaine3) et  
de Bacillus subtilis4) ont Bt6 obtenues a 1’6tat pur et cristallin. Leur 
solubilitk dans l’eau est diffdrente, chacune cristallise dans une autre 
forme et l’optimum de leur action est situe a des pa. diffhrents. En  
outre, elles possedent des affinit6s diff6rentes pour le substratum5). 
I1 est done bien 6tabli qu’il s’agit de substances de constitution 
chimique diffhrente. 

Le problkme se pose aJors de savoir si leur action enzymatique 
est veritablement la m6me. On sait que l’action des a-amylases se 
manifeste: 1 0  par une rapide diminution de la viscositd d’un empois 
d’amidon, 20 par uu changement de la coloration 8, l’iode d’une 
solution d’amylopectine, et 3O par une augmentation du pouvoir 
reducteur du substratum. L’augmentation du pouvoir rdducteur 
mesure la scission des liaisons a-l,4-glucosidiques, quelle que soit 
leur position dans la molkcule. La valeur r6ductrice mesure l’action 
saccharogdne. Bar contre, le changement de la coloration Q l’iode 
depend de l’endroit de la scission glucosidique dans la mol6cule. La 
scission d’une liaison a Z’intBrieur de la molBcule produit deux mole- 
cules sensiblement plus petites et entraine un changement de la 
coloration a l’iode. La scission d’une liaison la pkripherie de la 

l) IVme communication, Helv. 31, 1420 (1948). 
2, K.  H .  Meyer, E .  H.Fischer et  P.  Bernfeld, Helv. 30,64 (1947) ; Exper. 3,106 (1947). 
3, K.  H .  Meyer, E .  H .  Fischer, P .  Bernfeld et  A.  Staub, Exper. 3, 455 (1947). 
4, K.  H .  Meyer, M .  Fuld et  P. Bernfeld, Exper. 3, 411 (1947). 
5 )  P. Bernfeld et  H .  Studer-Pkha, Helv. 30, 1904 (1 947). 
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molecule, par contre, ne diminue que peu le poids molbculaire et ne 
modifie guere la coloration a l’iode. Le changement de la coloration 
B l’iode mesure la diminution du poids moldculaire de l’amidon, c’est- 
&-dire l’actiow dextrinogine. 

E n  exprimant le rapport : pouvoir saccharog&ne/pouvoir dextrino- 
gkne, il sera possible de voir si une a-amylase scinde de preference 
des liaisons glucosidiques pdriphbriques ou centrales. 

Nous avons dPtermin6 le quotient : pouvoir saccharog&ne/ 
pouvoir dextrinoghne pour les a-amylases suivantes : lo a-amylase 
de paner6as de porc cristallisPe, 2 O a-amylase de pancrkas humain 
cristallisbel), 3 O  a-amylase de salive humaine eristallisee, 4O a-amylase 
de Bacillus subtilis cristalliske et 5 O  a-amylase de malt fortement 
enrichie. La concentration en substratum, lors de la reaction enzy- 
matique, etait la m@me dans les essais de determination du pouvoir 
saccharogene et dans les essais de mesure du pouvoir dextrinoghe ; 
il en btait de meme de la concentration en ClNa et de la force ionique. 

Nous avons trouve que ce quotient est identique pour les cinq 
a-amylases. Par consequent, leur action sur le substraturn est iden- 
tique. 

Nous avons compare l’action enzymatique de diffbrentes amy- 
lases sur un substratum h poids moleculaire eleve, mais pendant leur 
reaction initiale seulement. Les produits finals de l’action a-amyla- 
tique sur I’amidon sont un mdlange de dextrines possedant un degr6 
de polymdrisation moyen compris entre 3 et 6 restes de glucose. On 
sait que le degrk de polgmdrisation moyen de ces dextrines varie 
selon l’a-amylase employee2). Ce ph6nomBne doit &re attribue a la 
difference d’affinit4 de chacune de ces a-amylases pour le subst’ratum 
car la reaction enzymatique s’arr6te lorsque l’affinite pour le sub- 
stratum devient trop petite, Rtade qui est atteint B des degres de 
polym6risation differents selon l’wamylase. 

La 8-amylase hydrolyse uniquement, les liaisons a-l,4-gluco- 
sidiques voisines des groupes terminauu3). En  effet, nous trouvons 
que le rapport : pouvoir saccharogbnelpouvoir dextrinoghe est six 
fois plus grand pour la @-amylase que pour l’a-amylase. I1 est evident 
qu’une a-amylase contenant de la @-amylase presentera un quotient 
plus &lev4 que l’a-amylase seule. La determination de ce quotient 
sera done trPs utile pour l’euamen de la teneur, en /?-amylase, d’une 
cr-amylase. Nous avons trouvP qu’on peut dbceler avec certitude 5 yo 
de p-amylase (pourcentage des deux amylases exprim4 par leur activitt! 

l) K .  H.  N e y e r ,  E. H.Fischer, P. Bernfeld et F.  Duckert, Arch. Biochem., SOUB presse. 
2,  L. D. Beckord, E. Rnee?z. et K .  H. Lewis, Ind. Eng. Chem. 37, 692 (1945). 
3, C. S. Hanes, Can. J. Res. 13 B, 185 (1935); Kew Phytologist 36, 101, 189 (1937); 

E. Ohlsson, Z. physiol. Ch. 189, 17 (1930). 
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mesurbe par le pouvoir rdducteur). L'ancienne mbthode de Wijsmanl), 
beaucoup moins sensible, est applicable seulement si la constante 
de diffusion de 1"-amylase est plus petite que celle de la ,&?-amylase. 

Part ie  e x p Gri men t ale.  
Solutions: 

1 0  A 4 O :  voir solutions 1 it 4 de la communication prhc6dentez). 
5O Solution alcaline d'acide dinitrosalicylique, voir 3). solution 2. 
6O Substratum pH 5,3: 1,667 gr. d'amidon soluble Zulkmski et 78,O mgr. de ClNa 

sont dissous dans environ 50 cm3 d'eau; la solution est additionnee de 16,65 om3 de 
tampon d'acbtate de pH 5,3 et de force ionique p = 0,60, puis complbt6e it 100 cm3. 

7O Substratum pH 6,9 : 1,667 gr. d'amidon soluble Z u l h s k i  et 78,O mgr. de ClNa 
sont dissous dans environ 50 cm3; on ajoute 16,65 om3 de tampon de phosphate de pH 
6,9 et de force ionique p = 0,60, puis on complbte it 100 cm3. 

Enzymes: 
Des solutions aqueuses des a-amylases cristallides de pancreas de pow4), de pan- 

creas humaid), de salive humainea), de Bacillus subtilis?) et d'a-amylase de malt purifi6es) 
ont btB pr6pa&es, contenant chacune de 0,l it 0,2mgr. de proteine par cm3. 

Une solution de P-amylase de patate cristallis6e9) a 6th faite, contenant de 0,l it 
0,2mgr. de protbine par cm3. 

DLtemninatwn du pmvoir deztrinogkne des u-am ylases: 
Ces essais ont At6 effectues dans les conditions dhcrites dans la communication 

p&c6dente4) et avec les solutions 1 ir 4. 
Nous avons dilue les solutions des a-amylases de sorte que chacune d'elles poss&de, 

aux conditions de notre dosage, une activit6 relative de 0,l. Le pouvoir dextrinoghe des 
a-amylases a bt6 exprim6 en activite relative (voir colonne 3 du tableau 1). 

Ddtermination du gwuvoir saccharogkne des a-amylases: 
1 om3 de chacune des solutions d'a-amylase, poss6dant l'activit6 relative de O,I, 

a Btb additionnb it 200 de 1 cm3 de la solution du substratum 6 ou 7, selon le pH d6sirb. 
La rbaction a 6th interrompue apds  180 secondes par l'addition de 2 om3 de 5. L'6prou- 
vette contenant la solution a 6t6 plong6e pendant 5 minutes dans de l'eau bouillante, 
puis refroidie dam un courant d'eau froide; la solution a 6t6 ensuite dilu6e par 20 cm3 
d'eau et l'extinction determinee au colorimAtre photoblectrique de Klett-Summerson, en 
utilisant le filtre vert NO M. De la valeur obtenue nous avons d6duit l'extinction d'uu 
essai it blanc sans enzyme, trait6 dans les m6mes conditions. La difference des extinctions 
a BtB traduite en mgr. de maltose apparent, selon une courbe Btalon. 

1) H .  P .  W i j m n ,  These Amsterdam 1889; a. A. van Klinkenberg, Z. physiol. Ch. 

2, Helv. 31, 1420 (19483. 

4, Helv. 30, 64 (1947). 
5) Arch. Biochem., sous presse. 
6,  Exper. 3, 455 (1947). 
') Exper. 3, 411 (1947). 
8 )  Apublier. 
9) A .  K .  Balls, R.  R. Thompson et M .  K .  Walden, J. Biol. Chem. 163, 571 (1946); 

nous remerciom M. le Dr. BaEls d'avoir bien voulu mettre A la disposition de notre 
laboratoire la b-amylase cristallisbe. 

209, 253 (1932). 

Helv. 31, 288 (1948). 
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Le pouvoir saccharoghe des a-amylases a Btb exprimb par cette valeur de reduction 

Le quotient : pouvoir saccharog&ne/pouvoir dextrinoghne est donne dans la colonne 5 

en mgr. de maltose (voir colonne 4 du tableau 1). 

du tableau 1. 

Tableau 1. 

Enzyme 
~- 

a-amylase de pancreas de pore crist. . . 
a-amylase de pancreas humain crist. . . 
a-amylase de salive humaine crist. . . . 
a-amylase do Bac. subtilis crist. . . . . 
a-amylase de Bac. subtilis crist. . . . . 
a-amylase de malt purifiee . . . . . . 
a-amylase de malt purifiee . . . . . . 
8-amylase de patate crist. . . . . . . . 
a-amylase de malt purifike contenant 5% 

de B-amylase de patate crist. . . . . 

*) ExprimC en activite relative. 
**) Exprimi: en mgr. de maltose. 

pouv. 
pH 1 dextr.*) 

I 

6,9 0,1 
$3 ! 0 s  
5,3 I 0,012 

pouv. 
iacch.**) 

0,98 
0,97 
0,95 
0,96 
0,98 
0,97 
0,98 
0,73 

1,025 

-~ 

pouv. sacch. 
pouv. dextr. 

9 8  
997 
995 
9,6 
9 3  
997 
9 8  

~~ 
~~~ 

61 

10,25 

De‘terminaiion du rapport: pouvoir saccharogknelpouvoir dextrinogkne pour la b-amylase: 

1 em3 de la solution de /3-amylase cristallisee a &ti: ajouti: Q 20° Q 5 cm3 de la solu- 
tion de substratum 1. Aprhs 180 secondes, 2 cm3 de 3 et  10 gouttes de 4 ont &ti: ajoutbs. 
La couleur h i t  alors identique au numCro 8 dr 1’i:chelle de comparaison. L’activiti: relative 
etait donc de 0,6. 

1 cm3 d’une solution 50 fois plus diluke (activiti: relative = 0,012) a B t B  ajoute & 
200 Q 1 em3 de la solution de substratum 6. Aprhs 180 secondes 2 cm3 de 5 ont &ti: ajout& 
et le pouvoir rbducteur a C t B  determine comme d‘habitude. I1 6tait de 0,73 mgr. de maltose. 

L’iizfluence de la /3-amylase sur le quotied: pouvoir saccharogkaelpouvoir dextrinogkne de 
l‘a-am ylase: 
Pour ces essais, nous avons prbparb 10s solutions d‘enzyme suivantes: 
a:  a-amylase de malt; 1 om3 de cette solution, diluee 1 a 10, donnait avec 1 cm3 

de la solution cle substratum 6 en 3 minutes A ZOO un pouvoir rCducteur correspondant 
A 1,95 mgr. de maltose. 

11: /J-aniylase de patate cristalliske; 1 c1n3 de cette solution, non diluCc, donnait 
d a m  les m6mes conditions 0,96 mgr. de maltose. 

Nous avons mblangb 2 om3 de la solution a avec 2 cm3 de la solution b et dbterniin6 
l’activitb dextrinoghe, puis l’activitk saccharoghne apr& dilution de 1 a 10. Les rbsultats 
se trouvent dans le tableau 1. 

Sous  tenons 5L remercier h1. le Prof. K.  H. Meyer de ses precieux conseils e t  de 

Ces recherche5 ont kt6 encouragCes par des credits ouverts par la Confbderation 

l‘intCr@t qn’il a port6 B ces travaux. 

en vue de crCer des possibilitbs dc travail. 
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R g  S UUE. 

L’augmentation du pouvoir reducteur et le chsngement de la 
coloration l’iode, lors de l’action d’a-amylases de provenance diffd- 
rente sur l’amidon soluble, ont kt6 mesurks et exprimes quantitative- 
ment. Le rapport de ces deux valeurs, c’est-&-dire le quotient: pou- 
voir saccharog&ne/pouvoir dextrinoghe, est le m&me pour les a-amy- 
lases cristallisbes de pancreas de pore, de pancreas humain, de salive 
humaine, de Bacillus subtilis et pour I’a-amylase de malt purifide. 

I1 s’ensuit que toutes ces enzymes possedent la meme action, 
tout en &ant des substances chimiquement diffdrentes. 

La ddtermination du quotient : pouvoir saccharog6,nelpouvoir 
dextrinoghe peut ,sen+ en outre a deceler la prdsence de /?-amylase 
dans une solution d’cr-amylase. 

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

190. Etudes sur les matieres vegktales volatiles LXVIIP).  
Absorption de derives des ionones et des irones dans l’ultra-violet moyen 

par Yves-Ren6 Naves et Pierre Ardizio. 
(24 VI 48) 

En raison tle travauu poursuivis sur les irones et leurs ddrivPs, 
il nous a paru utile de multiplier les ref6rences relatives ?i I’absorption 
dans l’ultra-violet moyen de plusieurs d6riv6s des ionones, en psrti- 
culier des semirarbazones et des ph6ny1-4-semicarbazones. 

L’absorption des semicarbazones d’z-ionone et de /?-ionone a Pt6 
6tudide par Bzr~awoy sur les solutions alceoliques 2, ; nos ohservations 
sont nn peu diffdrentes : 

I 
I 

Semicarbazoiies ’ L,. (nip) ~ log E 

a-Ionone, Burawoy . . . . 263,5 ‘ 4,5O 
a-Ionone, ce travail . . . !  263,5 1 448 
B-Ionone, Burawoy . . . 276,5 4,367 
p-Ionone, ce travail . . : I  

1 -  

283,O - 
l )  LSVIIkme communication: Helv. 31, 1280 (194s). 
?) Soc. 1941, 23. 




