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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). 



1840 HELVETICA CHIMICA ACTA. 

ne perdent pas leur activite amylatique pendant plus d’un mois. 
En  outre, elles ne subissent aucune ddsactivation par dialyse prolongde 
contre une solution saline dans les mBmes conditions. 

Puisque I’a-amylase pure est stable, on doit admettre que la dds- 
activation de l’enzyme est provoqube par une substance contenue dans 
les impuretes. En effet, nous avons constatd qu’une solution d’a-amy- 
lase de pancreas de pore contenant encore environ 3 B 5% d’impure- 
t6s -, et ayant complbtement perdu son activitd enzymatique - est 
capable de dksactiver une solution d’a-amylase pure qui, seule, serait 
parfaitement stable. De trbs faibles quantites d’impuretds sont deja 
suffisantes pour que l’enzyme se desactive. 11 est rare qu’une seule 
cristallisation puisse les Bliminer. 

Le desactivateur est non dialysable. En solution, il est ddtruit 
par une courte dbullition ou par un traitement l’acide trichloracd- 
tique. I1 est done probablement de nature protkique. 

Afin de mieux connaitre la nature de la ddsactivation de l’a-amy- 
lase de pancreas de pore, nous avons dtudid les produits qui en r6sul- 
tent. Nous avons dialysd a froid une prdparation d’amylase partielle- 
ment purifide (stade 11). AprBs 5 jours, environ 98% de l’activit6 
initiale avait disparu et 60 % de l’azote protbique avait passe B travers 
la membrane sous forme d’acides amids  ou de polypeptides B poids 
moleculaire bas. Nous avons alors prdcipitd toutes les substances non 
dialysables par l’acetone et redissous le precipitd dans le minimum 
d’eau. Cette solution fournit apr&s quelques jours une quantite abon- 
dante de cristaux (fig. 1). 11s sont peu solubles pa 8’5, possedent 

200 x 200 x 
Fig. 1. 

Produits de degradation de l’u-amylase de pancreas de porc. 

toutes les propriBtBs des protdines, sont ddpourvus de toute activitb 
amylatique et representent ensemble environ 30 a 50% du poids de 
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l’amylase de depart. Ce produit s’est donc form4 B partir de l’amylase 
active. 

En  prolongeant la dialyse ou en l’effectuant b, temperature plus 
Blev4e, la partie non dialysable fournit Bgalement un melange de 
cristaux, mais ce produit est bien different d’aspect et de comporte- 
ment du pr6cBdent. I1 se presente sous forme d’un amas de trks pe- 
tites aiguilles, excessivement solubles B, pH 8’5. L’Blectrophorkse 
montre le diagramme d’une substance inhomogene a deux compo- 
santes principales. Leur vitesse de migration et leur constante de 
diffusion sont plus 4levBes que celles correspondant B l’a-amylase ou 
au produit de la fig. 1. Leur poids moleculaire en est donc infkrieur. 

En consequence, la desactivation de I’m-amylase de pancreas de 
pore est accompagnee dkne  scission progressive de la proteine en 
substances de poids mol&mlaire inferieur. I1 nous semble trks pro- 
bable que cette dBgradation soit due a l’action d’un ou de plusieurs 
enzymes protBolytiques accompagnant l’a-amylase comme impuretk. 
La trypsine ne peut &re mise en cause, n’ayant aucune action sur 
l’amylasel). 

Alors que la ddsactivation de I’a-amylase est toujours irrhversible, 
nous avons pu la ralentir, voire la supprimer, par adjonetion d’une 
solution d’amylase impure (stade 11), bouillie et filtr6e2). Pourtant, 
aucune reactivation par ce jus bouilli n’a pu &re observee. Celui-ci 
ne contient donc pas un activateur, mais bien un stabilisateur. L’ac- 
tion de ce stabilisateur est antagoniste 2i l’action desactivante des 
solutions d’amylase impure. I1 est thermostable, dialysable, et pos- 
skde donc un poids moleculaire bas. 

Afin de purifier la substance stabilisatrice, nous l’avons separee 
des protBines par plusieurs mBthodes : coagulation de ces dernikres 
A l’i?bullition, ultrafiltration, dialyse ou adsorption du stabilisateur 
sur un Bchangeur anionique. Nous avons ainsi obtenu un melange 
d’acides amin&, de peptides B poids moleculaire bas, de phosphate 
mineral et d’esters phosphoriques. De ce m&lange, on 6limine d’abord 
la tyrosine qui se separe B froid, puis on precipite le phosphate mineral 
par l’acetate d’argent. Finalement, par precipitations fractionnees a 
I’acBtone, on obtient les composes phosphoryles organiques sous forme 
cle leurs sels d’argent. Le stabilisateur precipite dans la fraction entre 
50 et 70% d’acetone. Cette fraction contient entre autres un diester 
phosphorique, dont un des groupes est labile a l’hydrolyse alealine, 
mzlis resiste a l’hydrolyse acide, alors que l’autre resiste a la soude, 
mais est scindh par I’acide (fig. 2). I1 pourrait s’agir d’une ‘substance 
dans laquelle l’acide phosphorique serait lid a la fois a un acide amin4 

1) Helv. 31, 1831 (1948). 
z, K.  H .  Meyer, Ed. H .  Piseher et P. Bernfeld, Exper. 2, 362 (1946); Helv. 30, 64 

(1 947). 
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et B un polya,lcool non rdducteur, par exemple l’inositol. L’inositol a 
en effet B t B  trouvd dans l’a-amylase de pancreas par Williams et col- 
laborateursl). I1 n’est pourtant pas encore Btabli que le stabilisateur 
soit identique B ce diester phosphorique. Ni l’inositol seul, ni la phy- 
tine n’exercent cette action stabilisatrice. 

Phosohore h b b i  

E 

10 20 30 40 SO 60 t minutes 120 

Fig. 2. 
Hydrolyse 31 1000 du diester phosphorique. 

Courbe A : par CIH n. 
Courbe B : par NaOH n. 
Courbe C: par NaOH n., aprks traitement de 20 minutes par CIH n. 
Courbe D: par C1H n., aprbs traitement de 20 minutes par NaOH n. 

Les phhomitnes de la dBsactivation et de la stabilisation de 
l’amylase de panerdas de pore qui, au ddbut, Btaient difficiles A inter- 
prkter, ont ainsi trouvB une explication simple. L’enzyme brut est 
accompagnd d’une protease spdcifique qui le dBgrade, entrainant 
simultanement SR dksactivation. Cette ddgradation protdolytique est 
inhibee par une substance A poids molkculaire bas dgalement prBsente 
dans les solutions brutes d’amylase. En augmentant la concentration 
de cette substance a, poids moldeulaire bas, l’amylase est stahilisee ; 
en I’6liminant7 par exemple par dialyse, la ddsactivation est aecdldrde. 
L’action de la protBase et celle du stabilisateur sont done antagonistes. 
Nous ne pouvons pas encore dire si ce stahilisateur inhibe spdcifique- 
ment la protBase ou s’il possitde une action protectrice, spdcifique, 
sur l’amylase. Aucun coenzyme n’intervient, B notre connaissance, 
dans ces phdnomknes de dBsactivation et de stabilisation. 

Y a r ti e e x p Qr im e 11 t a 1 e . 
P<e‘paration des produits re‘sultant de la dksactivation de l’u-amylase. 

400 cm3 de l’enzyme (stade 11)2) sont trait& huit fois de suite selon Sevag (voir 
stade VI). La liqueur limpidc jaune-clair (environ 370 cm3) est portke L p E  8,5 par NH,OH 

l) R. J .  I.BilZiams, 4’. Schlenk et  M .  A. Eppright, ,4m. Soc. 66, 896 (1944) 
2, Helv. 31, 1831 (1948). 
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n. et additionnee de 3 cm3 de toluirne, puis dialysee B 3 O  contre un litre d‘eau distillee 
contenant 5 cm3 de NH,OHn. 

La dialyse s’op8re en tube de ((cellophane )) de la Visking Corporation (Chicago) de 
3,5 om3 de diamirtre, trait6 prealablement pendant 5 minutes par de l’eau bouillante. Le 
tube est solidement ferme aux deux e x t r h i t e s  aprbs avoir BtB entibrement rempli par 
la solution. I1 n’y a donc pas d’air B la surface de la solution de proteine. Le tube est 
fix6 par l’une de ses extremites L l’axe d’une poulie. I1 est entiirrement plonge dans l’eau 
et tourne lentement sur lui-m6me. Ce mouvement rotatoire agite les solutions tant int6- 
rieure qu’exterieure. La solution externe est renouvelee deux fois par jour par un litre 
d’eau distillee contenant 5 om3 NH,OH n. Aprbs 6 jours, on transvase la solution limpide 
intbrieure (env. 380 cm3, pH 8,5) dans un becher e t  ajoute 950 em3 #acetone. On dissout 
le culot obtenu aprbs centrifugation dans le minimum d‘eau (env. 10 cm3). 48 heures aprbs, 
cette solution sursafuree fournit une quantite considerable de cristaux. 

Purification partielle de la substance stabilisatrice. 

Les liqueurs exterieures de la dialyse, gardbes B froid sous toluirne, sont reunies (env. 
12 litres), puis concentrees au vide jusqu’B un volume de 80 em3 (pHfinal = 7 ) .  Aprirs 
un repos de 48 heures b 2O, on filtre la tyrosine qui s’est d8posi.e sous forme cristalline, e t  
lave le filtre jusqu’B ce que les eaux de lavage ne contiennent plus de phosphate. On reunit 
les eaux de lavage au filtrat e t  concentre au vide ii 50 cm3. Cette liqueur contient environ 
0,4 mgr. de P par cm3, dont un tiers comme phosphate mineral, dose selon King’). On 
ajoute 10 cm3 d’une solution fraiche d’acktate d‘argent L 1%, filtre, puis fractionne par 
l’acbtone lee sels d’argent des esters phosphoriques presents dans la solution. Entre 40 
et  50% d’acbtone, il se forme un prkcipiti: constitui: par un phosphate d‘argent esterifi6. 
Celui-ci est soluble en milieu acide (pH 4), mais precipite en milieu neutre ou alcalin. I1 
est transforme en sel sodique par un excirs de ClNa et  ne poss8de aucune action stabilisa- 
trice. En poursuivant le fractionnement jusqu’& 70% d’acetone, la solution devient trbs 
trouble par formation d‘une emulsion. Apr8s 48 heures, on centrifuge et  obtient une huile 
jaune et  dense. Elle contient entre autres un phosphate d’argent diesterifik. I1 est exempt 
de phosphate min8ral. Apr6s addition de ClNa en exc8s et  filtration, on obtient la solu- 
tion des sels sodiques correspondants possedant une action stabilisatrice. 

La figure 2 montre la liberation de phosphate mineral B partir du diester phospho- 
rique par 6bullition avec ClH n., par ebullition avec NaOH n. e t  par ebullition alternative 
avec CIH n. e t  KaOH n. 

Nous exprimons notre reconnaissance B M. le Professeur Kurt H.  Meyer pour ses 
conseils e t  l’int6r6t qu’il a tkmoignk B ces travaux. 

L’un de nous (E. H .  F.) remercie tr&s vivement le comitk de la Fondation pour des 
recherches scientijiques duns le domaine de la chimie de l’appui genereux qu’il h i  a donne. 

Ces recherches ont 6t6 encouragees par des credits ouverts par la Coiifkdbration en 
vue de crker des possibilitks de travail. 

RI~SUMI~.  

L’a-amylase de pancrkas de pore pure est stable. 
A l’htat impur, l’amylase est accompagnhe d’un enzyme pro- 

tkolytique qui la dksactive par scission hydrolytique. TTne seule cris- 
tallisation de l’amylase n’est pas suffisante pour la dhbarrasser de 
cette impuret6. La dksactivation est toujours irrkversible. Quelques 

E .  J .  King, Bioch. J. 26, 292 (1932). 
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substances resultant de la ddgradation protdolytique de l’cr-amylase 
ont &ti! obteriues 1’6tat cristallin. 

L’rx-amylase de pancreas de pore impure contient en outre une 
substance stabilisatrice. Celle-ci est thermostable et dialysable. Elle 
n’est pas ndcessaire a l’activite amylatique, mais son action est anta- 
goniste a la ddsactivation provoquke par l’enzyme proteolytique. 
Cette substance stabilisatrice a 6tk enrichie. 

Laboratoires de Chimic organique et inorganique 
de l’Universit6 de GenBve. 

242. Abkommlinge alkylierter P-Naphtyl-valeriansauren. 
Uber oestrogene Carbonsauren XXVP) 

von P. Wieland und K. Mieseher. 
(3. IX. 48.) 

I n  fruheren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass Monocarbon- 
sBuren vom Typus der Doisynolsiiuren, welche sich vom Equilenin 
oder Oestron durch Offnung des Ringes D ableiten, teilweise eine 
grossere oestrogene Wirksamkeit an  der Ratte besitzen als das 
wirksamste in  der Natur aufgefundene weibliche Hormon, das 
Oestradiol. 

Equilenin BisdehydrodoisS?iolsaure 

Kurzlich wurde nun von Horeau und Jacques2) eine Verbindung 
der Konstitution XI1 a beschrieben, welcher nach Versuchen von 
E. Tschopp im Oestrustest an der Ratte noch 1/7 der Aktivitat der 
racemischen Bisdehydrodoisynolsaure zukommt 9. Sie wurde von 
ihnen als E ,  ~-Dimethyl-~-iithyl-allenolsBure bezeichnet4) und unter- 
scheidet sich von der Eisdehydrodoisynolsaure dadurch, dass Ring G 
geoffnet ist und uberdies die CH,-Gruppe in 11-Stellung fehlt. Da 
Oestron das Naphtalinderivat Equilenin um etwa das 30-40-fache 

I )  XXV, siehe J .  R. Billeter und K.  Mieseher, Helv. 31, 1302 (1948). 
2, A.  Horeau und J .  Jacques, C.r. 224, 862 (1947). 

4, R. Cnurriti, A. Horecru urid J .  Jacques, C. r. 224, 1401 (1947). 
K.  Hiescher, Vortrag New York (Sept. 1947), London (Juli 1947). 




