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D i a c e t a t  ( X b  bzw. X I b ) :  50mg des Triols (Xa  bzw. XIa)  wurden in einem 
Gemisch von 2 cm3 Pyridin und 2 cm3 Acetanhydrid acetyliert und in bekannter Weise 
aufgearbeitet. Das Rohprodukt wurde zweimal aus Alkohol umkrystallisiert und schmolz 
dann bei 129-130O. Zur Analyse wurde eine Probe 48 Stunden bei 95O im Hochvakuum 
getrocknet. 

[u]: = +21,6O (c = 0,625 in Chloroform) 
3,583 mg Subst. gaben 9,694 mg CO, und 3,389 mg H,O 

C,,H,,O, Ber. C 73,76 H 10,39% 
Gef. ,, 73,86 ,, 10,58% 

Die Analysen wurden in unserer mikroanalytischen Abteilung von Hrn. W. Munser 
ausgefiihrt. 

Zusammenfassung.  
Durch katalytische Reduktion des Cholestenon-epoxyds ist es 

gelungen, auf partialsynthetischem Weg 3a, 5-Dioxy-koprostan zu be- 
reiten, das in der riiumlichen Anordnung des Asymmetriezentrums 6 
der Konfiguration des Strophanthidins und verwandter Aglykone 
entspricht. 

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

240. Sur les enzymes amylolytiques VIII I). 
L’a-amylase de pancreas de pore eristallisbe 

par Ed. €I. Fischer 2, et  P. Bernfeld. 
(3 I X  48) 

Nous avons decrit l’isolement3) puis la cri~tallisation~) de l’a- 
amylase de pancreas de porc. Nous rapportons ici une methode sim- 
plifiee et amelioree de purification de l’enzyme, sa eristallisation ainsi 
que ses proprietes. 

Me’thode arne’liore’e de purification. 
Nous avons constate que la stabilite de l’a-amylase de pancreas 

de porc etait considerablement augmentde lors de sa purification, en 
operant en milieu alcalin. Ainsi, nous avons pu Bviter l’adjonction 
d’une solution d’amylase bouillie employee naguhre pour stabiliser 

l) VIIme communication, Helv. 31, 1735 (1948). 
2, Boursier de la Fondation pour des recherches scientifiques duns le domaine de la 

s, K.  H .  Meyer, Ed. H .  Fischer e t  P .  Bernfeld, Exper. 2, 362 (1946); Helv. 30, 64 

”) K.  H .  Meyer, Ed. H .  Fischer et P. Bernfeld, Exper. 3,  106 (1947); Arch. Biochem. 

chimie. 

(1947). 

14, 149 (1947). 
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l’enzyme. Ceci a non seulement supprime l’apport d’une quantite 
consid6rable d’impuret6s B, poids mol6culaire bas contenues dans ce 
jus bouilli, mais nous a encore permis d’am6liorer les rendements de 
la purification. En  outre, nous avons abandonn6 la precipitation ac6- 
tonique aprbs le fractionnement salin, dont le but 6tait principalement 
d’6liminer la majeure partie du sulfate d’ammonium pr6sent. Cette 
op6ration’ toujours delicate et d’un mauvais rendement, a Bt6 rempla- 
c6e par un Bcliange ionique au moyen de grandes quantit6s d’Amber- 
lite basique. Ainsi, la substitution de l’ion SO: du sulfate d’ammo- 
nium par l’ion CH,COO’ suit immediatement la prdcipitation saline. 

Le tableaa 1 rapporte les limites de fractionnement et les rende- 
ments de l’ancienne et de la nouvelle m6thode. 

~ 

80 
64 
38 
30 
18 

16,5 
16,5 
15,O 

Tableau I. 

190 
510 

1460 
2900 
3300 
3350 

3500 
3500 
3500 

Ophration 

~ ___ 
~~ 

Extrait brut . 
Acetone I . . 
Acetone 11 . . 
SO,(NH,), I . 
SO,(NH,), 11. 
Acetone I11 . 
Amberlite . . 
Sevag . . . . 
Wofatite . . 
Acetone IV. . 

Ancienne methode 

Limites de 
fractionne- 

ment 

- ___ 

50,5-64% 
51-69% 

0,325 sat. 
0,225 sat. 
55-65% 

50-70% 

Rende- 1 
Nouvelle mbthode 

Limites de 
f ractionne - 

ment 

__ __. __-_ 

48-64% 
46-69% 
0,360sat. 
0,250 sat. 

0-70% 

Rende- 
nent par 
mapport b 
l’extrait 

brut 
% -~ -~ - 

80 
68 
58 
52 

52 
47 

45 

Degrh 
le pureti 

*) 

.- -~ 

190 
360 

1400 
2700 
3200 

3200 
3500 

3500 

*) Exprime en mgr. maltose/rngr. azote Kjeldahl. 

Le rendement total de la purification est done pratiquement 
triple. 

Gristallisation et recristallisation. La cristallisation de l’enzyme 
s’effectue B pH 6’5 B partir d’une solution aqueuse concentr6e ( 5  a 
8 % )  du prBcipit6 obtenu au dernier stade de la purification. On dis- 
tingue nettement deux formes cristallines diff6rentes. Celle reprksentee 
dans la fig. 4 eat metastable et ne s’obtient qu’occasionnellement. En 
utilisant ces cristaux pour amorcer des solutions d’a-amylase pure, 
nous n’avons jamais obtenu que la forme cristalline stable (fig. 1 B 3). 

On recristallise l’a-amylase en dissolvant les cristaux dans le 
minimum d’eau portke a pH 8’7, puis en ramenant le pH de la solu- 
tion B 6,5. Aprks deux recristallisations successives, les eaux-mbres 
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prksentent le m&me degr6 de puretd (exprim6 par le quotient mgr. 
maltose par mgr. N Kjeldahl) que les cristaux (tableau 11). 

Pourcentage 
Operation d’enzyme se 

trouvant dam la 
1 -ahme solide 

Tableau 11. 

Degre de puret6*) 

cristaux j eaux-mArev 

1 

__ 
2,1 . lo3 

Purete’ de l’u-amylase cristallise’e. La constance du degrd de puretd 
des cristaux et de leurs eaux-mbres constitue la preuve que le produit 
cristallis6 est bien l’cc-amylase pure. Ceci est confirm6 par le fait que 
l’enzyme cristallisd se comporte comme une substance homogene a 
l’dlectrophorbse (fig. 5 )  - effectude a diff6rents pH - ainsi qu’a l’ul- 
tracentrifugationl). 

Ainsi, a partir d’un kilo de pancr6as frais donnant 200 gr. de 
poudre sbche, on obtient deux B trois grammes d’enzyme pur. L’amy- 
lase forme les 4,574 des protdines contenues dans l’extrait brut de 
ddpart. 

Proprie’te’s de l’a-amyluse de panerdus de  pore. 

Nature prote‘iique: l’enzyme pur contient 15,8 % d’azote. I1 pr6- 
sente entre autres les r6actions du biuret et de la ninhydrine. I1 coagule 
a la chaleur et est denature irrdversiblement par l’acide trichlorac6- 
tique. Comme tous les enzymes connus, l’cc-amylase de pancrkas de 
pore est done une protdine. 

Teneur en phosphore, soufre et sucres: tandis que l’enzyme cris- 
tallisd une seule fois contient encore de 0’3 B 0,6 yo de phosphore, on 
peut abaisser cette teneur a moins de 0’05 % par plusieurs recristallisa- 
tions successives. 11 en rdsulte qu’une moldcule d’u-amylase (poids 
moldculaire, voir plus bas) contient moins d’un atome de phosphore. 
Clelui-ci ne peut done pas faire partie intdgrante de la mol6cule de 
protkine. 

La teneur en soufre de l’amylase reeristallis6e est 6galement inf6- 
rieure a 0,0570. 

En dosant d’aprbs Bertrand le pouvoir rdducteur de la protdine, 
aprks hydrolyse acide, nous trouvons moins d’un groupe ald6hydique 
par mol6cule. 

C. E. Danielsson, Nature 160, 899 (1947). 
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E n  cons&pence, la molecule de 1”-amylase de pancreas de pore 
ne contient ni phosphore, ni soufre, ni sucres rdducteurs. 

L a  solubilite’ de I’cc-amylase cristallisde est donnBe dans le ta- 
bleau 111. Elle a B t B  determinbe a partir de solutions sous-saturhes et 
sursaturbes. 

La presence des sels suivants, jusqu’a une concentration de 
0,03 m., n’a aucune influence sur la solubilitd B pH 6,9: CINa, S04Na2, 
S0,(NHJ2, Cl,Mg et glycdrophosphate de sodium. 

La chaleur molBculaire de dissolution, calculee a partir des va- 
leurs du tableau 111, est d’environ 10 000 cal./mol. 

. 

Tableau III. 

I Solubilitc! exprim& pH Temperature I I en gr./100 cm3*) 

*) Dans I’eau pure, ajustke au pH par NH,OH 0,l-n. 

Stabilite’ de l’cc-amylase de panere’aas de pore.  Les solutions aqueiises 
de l’enzyme pur sont stables. A pH 6,9 il n’y B aucune perte d’activitd 
aprks 1 mois B 2O. L’optimum de stabilitd de I’enzyme se place entre 
les pH 6,5 et 8,s (Fig. 6) .  Par contre, l’enzyme se ddsactive rapidement 
en-dessous de pII 6 et au-dessus de pH 10. L’enzyme pur ne perd aucune 
activit6 par dialyse prolongee B 20 BUX pH compris entre 7 et 8,5. 

Ol0 activite 

Fig. 6. 
Stabilite de l’enzyme en fonction du p,] 
Courbe 1 : aprh 30 minutes. 
Courbe 2:  aprh  4 heures. 
Courbe 3: apr& 24 heures. 



! 
V 

Fig. 2. 220 x 

Fig. 4. 150X 

Fig. 5 .  
Diagramme Blectrophoretique (Philpot-Swensson) 

Tampon de Michaelis, pH 6,5 p = 0,l 
Temperature 4,Oo C .  Duree 7320 sec. 5L 2,74 volts/cm. 

Helvetica chlmica acta, Val. X X X I ,  Fasc. VI, No. 240 (1946). 

Fig. 1 .  220 Y 

Fig. 3. 220 x 

i 



Volumen XXXI, Fasciculus VI (1948). 1835 

Cependant, la presence de faibles quantites d’impuretds, pouvant 
encore accompagner l’enzyme aprks une cristallisation, provoque une 
rapide perte d’activite a la dialysel). 

log 4 I 

1 -  

0.90 - 

0.80 - 

Fig. 7. 
MobilitB BlectrophorBtique de l’enzyme en fonction du pH. 

La trypsine cristallis&e, agissant sur une solution d’cr-amylase de 
pancreas de pore, a 20° et a pH 7 ,  ne provoque aucune perte d’activit6. 
I1 en est de m&me pour la lysozyme cristallisde. 

Fig. 8. 

Spectre d’absorption de l’enzyme dans l’ultraviolet, dBtermin6 au 
(I Beclcmn DU photoelectric quartz spectro-photometer o. 
c = 0,133 mgr. substance/cm3; cuves: 1 cm. d’6paisseur. 

Le ccnombre d’action)) ou ((turnover number)) est le nombre d’6qui- 
valents de liaisons scindees en 1 minute par un mole d’amylase (voir 

l) Helv. 30, 64 (1947). 
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plus bas le poids moldculaire de l’enzyme). Nous trouvons qu’il est 
de 25000 pour l’amylase de pancrkas de porc dans les conditions de 
notre dosage. 

La constante de dissociation de la combinaison d’addition entre 
l’enzyme et le substratum (constante de Michaelis) a B t B  ddtermindel). 
Elle a pour valeur K = 1,8.10 - 4  gr./cm3. 

Poids mole‘cculaire. L’ultracentrifugation de l’enzyme cristallisd a 
B t B  effectuBe par Danielsson2) a 1’Institut de chimie physique de 1’Uni- 
versitB d’Upsala. A 65000 t/min. au pH 8,4, elle donna une valeur 
moyenne pour la constante de &dimentation de 4,50 S et pour la 
constante de diffusion - calculde par deux mBthodes indkpendantes -, 
la valeur moyenne de D = 8,05.10 -‘. Un poids molkculaire de 45000 
pour l’a-amylase de pancrBas de porc en a B t B  dBduit. 

L a  mobilite’ e’lectrophore’tique cu a B t B  determinee a cinq pH diff6- 
rents. L’enzynie &ant dBsactivB aux pH infbrieurs B 6, son point iso- 
Blectrique ne peut &re ddtermink que par extrapolation. On peut le 
situer entre les pH 5,2 et 5,6 (fig. 7). 

Tableau IV. -- 
I 

Activitk par mgr. d’azote . . . . . .  
Activit6 par mgr. d’enzyme pur . . .  
Teneur en azote . . . . . . . . . .  
Teneur en phosphore . . . . . . . .  
Teneur en soufre . . . . . . . . . .  
Teneur en sucres r6ducteurs . . . . .  
Optimum d’action . . . . . . . . . .  

Solubilit6 dans l’eau B 20: 
Optimum de stabilit6 . . . . . . . .  

1 pH 6 , 9 .  . . . . . . . . . . .  
B pH 8 , 7 .  . . . . . . . . . . .  

Constante de MichaeZis**) l) . . . . .  
Pu’ombre d’action (turnover number) . . 
Constante de diffusion*) . . . . . . .  

Mobilitk Blectrophorktique : 
Poids mo16culaire2) . . . . . . . . .  

a p H  7,9 . . . . . . . . . . .  
B pH 10,14 . . . . . . . . . . .  

Point isoklectrique . . . . . . . . . .  

t p H  6,5 . . . . . . . . . . .  

Spectre d’absorption: 
maximum . . . . . . . . . . .  
palier . . . . . . . . . . . . .  

4000 mgr. de maltose*) 
630 mgr. de maltose*) 

< 0,05 
< 0,05 yo 
traces 

entre pE 7 e t  8,5 

15, 8% 

PH 699 

022% 
6 B 6,5% 
1,8*10-4 gr./cm3 
25000 
8,05*10-’ cm2.sec-l 
45000 

1,8.10-5 cm2. see-l .volt-’ 
3,1* om2. sec-l. volt-’ 
3,55 * 10-5 cmz. sec-1 .vo l t1  
entre pH 5,2 et  5,6 

280 mp 
292 mp 

*) En 3 minutes, B 20°. 
** ) Pour la combinaison d’addition enzyme-substratum. 

1) P. Bernfpld et  H .  Studer-Pkcha, Helv. 30, 1904 (1947). 
2, C. E. Dunielsson, Nature 160, 899 (1947). 
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Le spectre d’absorption. de I’enzyme dans l’ultraviolet montre un 
maximum h 280 mp (caractkristique du tryptophane) et un point 
d’inflexion a 290 mp (dii a la tyrosine) (fig. 8). 

Le tableau I V  resume les propridt6s de I’cr-amylase de pancreas 
de pore. 

Partie exphimenta le .  
Purif ieation. 

Le dosage d’activite, la methode de travail ainsi que les produits utilises pour la 
purification ont dej& At6 dkcrits’). Toutes les operations se font entre 0 et  20. Aprks chaque 
adjonction d’achtone, on continue l’agitation pendant 15 min. pour que l’dquilibre soit 
atteint avant les centrifugations. Celles-ci s’ophrent dans une chambre froide it 40 et  
b 3000 t./min. avec des tubes couverts pour hviter la convection due b l’evaporation du  
solvant. 

La preparation de la poudre sBche de pancreas et celle de l’extrait brut ont 6tB 
prhckdemment decritesl). 

Stude I:  800cm” d’extrait brut trouble (pH 6,O-6,3; teneur en proteines 4,7%2)) + 
800 cm3 d’eau sont additionnes en 45 min. de 1540 cm3 d‘acetone (48yo3)). On centrifuge 
10 min. La liqueur surnageante est additionnee en 30 min. de 1460 cm3 d’acetone (64%). 
On centrifuge 6 min. et dissout le culot dans 700 cm3 d’eau. pH 6,6-6,9; teneur en pro- 
thines 2,3%. 

On refait cette operation sur un deuxieme lot d’extrait brut e t  reunit, pour le reste 
de la purification, les solutions obtenues. 

Stude 11: On ajoute aux 1400 cm3 de la solution du stade I, 1240 em3 d‘acetone 
(46%) en 30 min. e t  centrifuge 15 min. On ajoute encore Q la liqueur surnageante 1 gr. 
d‘acetate de sodium, puis en 30 min., 2090 em3 d‘achtone (69%). On centrifuge 12 min. 
e t  dissout le culot dans 400 cm3 d’eau. p H  6,6-6,9; teneur en prot6ines 1,7y0. 

Stade 111: 400 om3 de stade I1 sont port& A pH 8,O par NH,OH n. (environ 5 cm3) 
et  additionnes d‘un coup de 228 cm3 d’une solution saturhe de sulfate d‘ammonium pr6a- 
labiement ajust6e Q pH 8,O par NH,OH (0,36 saturation). On attend 45 min., centrifuge 
20 min. e t  porte le culot dissous A 200 cm3. pH 7,8; teneur en protbines l,S%. 

Stude I V :  On prhcipite d’un coup les 200 om3 de stade I11 B 0,250 saturation par 
la solution de sulfate d’ammonium saturbe de pH8,0; compte tenu du sulfate d’ammo- 
nium provenant de l’ophration prechdente. On attend 45 min., centrifuge 30 min. e t  dis- 
sout le culot dans 100 cm3 d’eau. p H  7,s-8,O; teneur en prot6ines 2,3y0. 

Stude V: On traite pendant 45 min. les 100 cm3 de stade IV par 15 gr. d’Amberlite 
basique IR-4B, saturhe It l’acbtate de sodium et  lavhe. On maintient le PH au cows de 
1’6change ionique aux environs de 7,O-7,5 en ajoutant peu a peu de l’acide acetique 
normal. On decante, lave i’Amberlite e t  r6pGte deux fois encore toute l’operation. 

Stade V I :  On traite la solution pr6ckdente neutre pendant 15 min. selon Sevag, en 
la secouant violemment avec 20% vol. de CHCl,, 5% vol. d’alcool iso-amylique et  une 
goutte d’alcool dhcylique. On centrifuge 30 min., decante la couche aqueuse surnageante 
e t  repkte l‘ophration jusqu’b ce qu’il n’y ait plus, 8. l’interface eau-chloroforme, qu’une 
mince couche de proteines coagulees. Trois Q six traitements suffisent en g6nhral. 

l )  Helv. 30, 64 (1947). 
2, Les teneurs en proteines indiquees sont les valeurs moyennes obtenues pour un 

3) Lea chiffres entre parenthkses indiquent la concentration finale en acetone des 
grand nombre de purifications. 

solutions. 
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Stade V I I :  On ajoute de l’acetone it la solution prdckdente de p H  6,3-6,8, en 
30 min., jusqu’A 70%. On centrifuge 15 min., maintient les tubes renversbs pendant 2 
3 min., puis essuie leurs parois afin d‘bliminer autant que possible l’ac8tone. Les culots 
sont dissous dam le minimum d‘eau. 

Gristallisation et recristallisation. 

La solution stade VI I  de p H  6,5-6,8, contenant 4 Zt 5% de protAines, est aban- 
donnee 8, 3* sup une secoueuse lente. Apr&s 48 h., 60% de la substance active se trouve 
sous forme cristallisbe, et 70 A 80% apr&s 6 jours. Les cristaux sont rapidement laves une 
fois 8. l’eau froide, puis avec de l‘acdtone A 30%. On les suspend dans de l’eau et la sus- 
pension est ajust6e it pH8,5-8,7 par NH,OH 0,l-n. On place le produit sup une secoueuse 
lente a froid e t  centrifuge la solution apr&s 6 It 12 heures. La liqueur limpide, decantbe, 
contenant 3 iL 6‘)’’ do protbines, est portee pH 6,4-6,8 par CH,COOH 0,l-n. Elle fournit 
apres 48 heures une quantiti? considerable de cristaux. 

Stabilite‘ de E‘enzyme en  fmction du p M .  

Solutions-tampons : 
pR 4,l;  5,O; 6,22 ac6tate de sodium-acide acetique, 0,l mol. en CLVa, p = 0,30. 
p~ 6,12; 7,42; 8,55; v6ronal-acktate, 0,l mol. en ClNa, p = 0,224. 
pH 8,57; 10,14; 11,OB; glycocolle-NaOH, 0,l mol. en CINa, p = 0,3. 
On met dans une Aprouvette 1 cm3 d’enzyme d‘une activiti: d’environ 150 mgr. 

maltose/cm3, 5 om3 de tampon, 5 gouttes de toluene e t  compl&te par de I’eau 10 cm3. 
Le tube bouch.4 est mis au thermostat Zt 20° & 0,Ol”. Aux temps voulus, on prel&ve 1 om3, 
qui est dilui. 10 cm3 par du tampon aux phosphates de p H  6,9 ( p  = 0,02) e t  l’on dose 
l’activit6 sur 1 em3 de cette nouvelle solution. Pour lcs PH extrbmes, la dilution s’effectue 
par une solution de phosphate contenant encore des quantites donnees de NaOH, res- 
pectivement de CIH, pour bien ramener le pR B 6,9. 

Electrophorhes. 

On dissout l’enzyme cristallise dans de l’eau it pH 8,5 (NH,OH), congkle la solution 
L -700 et  sublime la glace au vide pouss8. 220 mgr. de la poudre skche obtenue sont 
suspendus dans environ 3 om3 d’eau. Cette suspension a un p H d e  6 a 6,5. On la porte 
au pH desire pour 1’6lectrophorbse en ajoutant du NaOHn., puis 0,1-n., en contrblant 
le p H  8. l’klectrode de verre. On ajoute ensuite 5,O cm3 d’un tampon de mbme pH, p = 
0,2, puis compkte par de l’eau 8. un volume entre 10,8 et  11,5 cm3, selon le pHemploy& 
Cette solution de proteines est mise en contact, lors de l’&lectrophorkse, avec le mbme 
tampon, p = 0,l. La diffdrence entre la concentration saline d:: la solution de protkines 
e t  cellc du tampon diminue considkrablement la valeur des gradients extraordinaires 6 et e. 

Nous exprimons notre reconnaissance 8. Monsieur le Professeur Kurt H .  Meyer 
pour ses conseils et l’intkrbt qu’il a tbmoignit a nos travaux. 

L’un de nous ( E .  H.  F.) remercie tres vivement le Comitd de la Fondation pour des 
recherches scientifiques duns le d o m i n e  de la chimie de l’appui g h i r e u x  qu’il lui a donne. 

Ces recherches ont B t B  encouragees par des credits ouverts par la Confidkration 
en vue de crder des possibilitds de travail. 

RI~SUMI~: .  

Une mi?t,hode am6liorBe de purification de l’a-amylase de pancrkas 
de pore est dkcrite. Son rendement total est de 45% a partir de l’ex- 
trait brut. L’enzyme a dtB cristallisB et recristallisi?. 
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AprBs 3 cristallisations successives, le degr6 de purete des eaux- 
mBres atteint celui des cristaux. L’BlectrophorBse B diffBrepts pH et 
l’ultracentrifugation donnent des diagrammes d’une substance homo- 
gBne. Les cristaux doivent done Btre consid6rBs comme de l’a-amylase 
de panerdas de pore pure. 

L’enzyme ne eontient ni phosphore, ni soufre, ni sucres rkduc- 
teurs. Sa solubilitd a 8tB determinee B diff6rents pH. L’enzyme pur 
est stable entre les pH de 7 et 8,5, m6me a la dialyse. Son poids mole- 
culaire est de 45000. Sa mobilitB BlectrophorBtique B diffdrents pH 
et son spectre d’absorption dans l’ultra-violet, ont 6 th  dBtermin6s. 

Laboratoires de Chimie organique et inorgainique 
de 1’UniversitB de GenBve. 

241. Sur les enzymes amylolytiques IXl). 
Stabilith et dbsactivation de l’a-amylase de pancreas de pore 

par Ed. H. Fischer2) et P. Bernfeld. 
(3 IX 48) 

La purification de l’a-amylase de pancreas de pore par Heyer, 
Ir’ischer et Bernfeld“) a conduit B l’obtention d’un epzyme ne conte- 
nant que de trks petites quantit6s d’impuretes, d’aprhs les analyses 
Blectrophorhtiques. Les solutions de ce produit ainsi que celles des 
produits moins purifies perdent assez rapidement leur activite amy- 
latique, m6me B 0O. En dialysant l’enzyme, cette perte d’activit6 est 
fortement accBlBr6e. Dans tous les cas, la ddsactivation est irrkversible. 

Par contre, ces auteurs ont, constate que l’adjonction d’une solu- 
tion d’amylase bouillie et filtree stabilise l’enzyme. En le dialysant 
contre ce jus bouilli, il ne subit aucune ddsactivation. 

Ces faits ont amend ces auteurs B supposer que l’a-amylase con- 
tenait un coenzyme thermostable et dialysable. L’apoenzyme skpark 
du coenzyme par dissociation subirait une transformation irreversible. 
La dialyse ne ferait que deplacer 1’6quilibre de la dissociation. 

Nous avons maintenant trouvk que l’a-amylase de pancreas de 
pore pure obtenue aprhs plusieurs recristallisations est tout B fait 
stable4). Conservkes B 20, ses solutions neutres ou faiblement alcalines 

l )  VIIIme communication, Helv. 31, 1831 (1918). 
2, Boursier de la c<Fonda6ion pour des recherches scientifipues dzns le domccine de 

3, K. H.  Meyer, Ed. H .  Fischer et P. Bernfeld, Helv. 30, 64 (1947). 
4, K .  H. Meyer, Ed. H. Fisc?m et P. Bernfeld, Arch. Biochem. 14, 149 (1947); 

la chimies. 

Helv. 31, 1831 (1948). 




