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jm allgemeinen gleich. Es findet sich eine Erhohung bei Eiweiss- 
Futterung und im Hungerzustand im Vergleich zu Kohlehydrat-Kost. 
Etwas weniger deutlich ist der Anstieg gegeniiber den mit Fett ge- 
fiitterten Tieren. 

Im Gegensatz dazu verhalten sich Histidin und Arginin anders. 
Der Histidingehalt ist bei allen Ernahrungsformen und im Hunger- 
zustand gleich. Das Arginin ist nur wenig beeinflussbar ; bei Kohle- 
hydrat-Fiitterung ist der Gehalt etwas geringer als bei Hunger, Ei- 
weiss- oder Fett-Futterung. 

Es kommt somit auch in dieser Versuchsanordiiung zum Aus- 
druck, dass Valin, Leucin, Isoleucin, Methionin, Phenylalanin, Lysin, 
Tryptophan und Threonin fur den Organismus unentbehrlich sind. 
Xhr Gehalt sinkt ab, wenn sie nicht mit der Nahrung zugefiihrt oder 
durch Abbau des Korpereiweisses im Blute angereichert werden. Dass 
Histidin und Arginin sich anders verhalten, steht in Ubereinstimmung 
mit der Tatsache, dass sie unter den essentiellen Aminosauren eine 
Sonderstellung einnehmen. Das Histidin ist nach Untersuchungen 
von Rose und Mitarbeiternl) fur den erwachsenen Organismus ent- 
behrlich. Das Arginin kann von jungen Ratten vollstiindig, vom aus- 
gewachsenen Tier teilweise synthetisiert werden2) und hat zudem als 
Stoffwechselzwischenprodukt der Harnstoffbildung besondere Auf- 
gaben. 
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284. Sur les enzymes amylolytiques X3). 
Isolement et cristallisation de l’a-amylase de salive humaine 

par Kurt H. Meyer, Ed. H. Fiseher4), A. Staub, et  P. Bernfeld. 
(20 X 48) 

AprBs avoir purifi@) et cristallisb6) Pa-amylase de pancreas de 
porc, il nous a sembli! intbressant d’btendre nos recherches a des 
amylases d’autres provenances. Pest  ainsi que l’or-amylase de bactdrie 

1) W .  C .  Rose, W .  J .  Haines, J .  E .  Johnson und D. T .  Warner, J. Riol. Chem. 148, 
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M. Womck  und W .  C .  Rose, J. Bid. Chem. 141,375 (1941); W. C. Rose und T .  R. Wood, 
J. Biol. Chem. 141, 381 (1941). 
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5 )  K. H .  Meyer, Ed. H .  Fischer e t  P .  Bernfeld, Exper. 2,362 (1946); Helv. 30,64 (1947). 
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chimie,. 

14, 149 (1947); Helv. 31, 1831 (1948). 



Volumen XXXI, Fasciculus vn (1948). 2159 

(B. subtilis) a pu &re obtenue a 1’6tat cristallisdl). Dans le pr6sent 
travail, nous rapportons l’isolement et la cristallisation de l’cc-amylase 
de salive humaine2). 

L’action digestive de la salive humaine sup l’amidon fut observ6e 
pour la premiere fois par Leuchs en 18313). BerxeZius appela ~ptyalinen 
le principe actif de la salive. On ne reconnut que plus tard la nature 
enzymatique de cette substance. 

Nombreux sont les travaux qui traitent des propridtks de cet 
enzyme et  de son action sur l’amidon, mais tous ont 6t6 effectuds avec 
des prkparations d’amylase impure. La purification de l’enzyme a 
fait I’objet d’un petit nombre de travaux rudimentaires seulement. 
Le plus souvent les auteurs ont fait appel a des mdthodes d’adsorp- 
tion en employant le (P0,),Ca34) ou I’oxyde d’aluminium hydratb5) 
comme adsorbant. Un certain enrichissement par prkcipitst ,ion ’ su 
moyen de sulfate d’ammonium a 6tB obtenu par Ninomiya6). 

La saliue. 
L’amylase ne se trouve que dans la salive de quelques espbces 

animales, soit chez l’homme, le singe, le porc, le rat, la souris, le 
cobaye et l’dcureuil, alora que la salive du cheval, du chien, du chat 
entre autres en est d6pourvue’). La salive est produite par les glandes 
parotides, sous-maxillaires et sublinguales. Chez l’homme, ces trois 
glandes s6crbtent de l’amylase, a c6t6 d’autres protdines et de sels. 
Les sous-maxillaires et surtout les sublinguales s6cretent encore de la 
mucine. L’homme produit normalement environ 1 litre de salive par 
jour. Celle-ci contient en moyenne 0’33 % de substances organiques 
constitudes en majeure partie par des matihres protdiques. A part 
Pa-amylase, plusieurs autres enzymes ont 6t6 signal& dans la s a k e  
humaine. Ce sont surtout une oxydase’), certaines prot6ases’) et le 
lysozyme*). La salive humaine contient en outre environ 0’2% de 
ehlorure de sodium et de petites quantit6s d’autres sels, notamment 
des phosphates, des sulfates, des hydroghocarbonates et des sulfo- 
eyanures de potassium, de calcium et de magndsium. Le pH de la 
salive humaine varie entre 6’9 et 7,5. 

Produit de adpart. 
Nous avons recueilli la salive provenant d’une vingtaine de per- 

sonnes. Lorsqu’on m h h e  de la paraffine, la s6cr6tion salivaire est 
-~ - _- 
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augmenthe, surtout celle des glandes parotides. Un homme peut ainsi 
produire en une heure de 50 a 100 ems de salive ne contenant que peu 
de mucine et possedant une activite amylatique 6, peine infbrieure a 
celle d’une salive dont on n’a pas stimuld la secretion par la paraffine. 
AprAs centrifugation, elle se prdsente comme une liqueur fluide et 
legkrement trouble. En presence de thymol ou de tolukne, elle peut 
&re conservbe a basse temperature (0 a + 4O) pendant plusieurs mois, 
sans perdre de son activite amylatique. 

Les dosages d’activitd sont effectues comme deerit precedemment l). 

On dose colorim6triquement les sucres rbducteurs form& en 3 min. 
Q 20° par l’action de l’enzyme sup l’amidon soluble Zzclkowski. Lors 
de la rdaction, la solution contient 0’5% de substratum, des phos- 
phates 0,Ol-m. qui tamponnent pH 6,9 et du chlorure de sodium 
0,0035-m. La valeur de reduction est exprimee en mgr. de maltose 
hydrate, et le degre de purete par le quotient: mgr. de maltose par 
nigr. d’azote de l’enzyme. 

Purification et cristallisation. 
NOUS avons mis au point deux mdthodes de purification de l’cr- 

amylase de salive humaine. La premiitre permet d’obtenir l’enzyme 
des cristaux d’amorqage. La 

deuxikme methode, trks raccourcie et simplifike, est d’un rendement 
trbs supdrieur, mais exige l’emploi de cristaux d’amorqage. 

La premikre mdthode (sans cristaux d’amorqage) se rapproche 
de celle utilisee pour la purification de l’cr-amylase de pancreas de 
pore. Les principales operations et donnhes de cette methode sont 
indiqubes dam le tableau 1: 

Tableau 1. 

1’6tat cristallin, sans avoir recours 

Operation 

Salive brute . . . . . . . .  
Acetone I . . . . . . . . .  
Acetone I1 . . . . . . . . .  
SO,(NH,), I . . . . . . . .  

Bcirtone 111 . . . . . . . .  
Arnberlite basique . . . . . .  
Acetone I V  . . . . . . . . .  
Cristallisation sans amoqage . 

SO,(NH& I1 . . . . . . . .  

Limites de 
fractionne- 

ment 

- 
48-7070 
50-70% 
0,46 sat. 
0,40 sat. 
52---70% 
- 

0-70% 
- 

Rendement par 
rapport B la 
salive brute 

% 

- 

90 
77 
45 
36 
30 
30 
30 

1 Degr6 
de puret6*) 

5930 
6050 

6050 
24 6200 I 

*) Exprime en mgr. maltose par mgr. azote Kjeldahl. 

l) K .  H. Meyer, Ed. H. Fischer et P. Bernfeld, Helv. 30, 64 (1947); G. A’oelfing et 
.____ 

%mfeZd, Helv. 31, 286 (1948). 



Operation 

_ _  __ ~ ~- 

Recristallkation. 
Les cristaux d’a-amylase de salive humaine sont extrkmement 

peu solubles dans l’eau aux environs de la neutralitd, mais ils se dis- 
solvent facilement et sans perte d’activitd a pH 11. En neutralisant 
cette solution, la recristallisation se fait rapidement et avec un bon 
rendement, Bventuellement apr&s amorpage (voir fig. 1). AprBs 3 re- 
cristallisations successives, le quotient activitk par azote des cristaux 
n’augmente plus et le degrd de puretd des eaux-mkres atteint celui 
des cristaux (voir tableau 3). 

Limites de I Rendement par 
fractionne- rapport B la 

ment 1 salive brute 

Degre 
de puret6*) 

________ __ 

Fig. 1. 
Cristaux d’cr-amylase de salive humaine. 

136 
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Tableau 3. 

1 Pourcentage de I’enzyme I se trouvant dans la phase 

I 
I 80 ~ 5700 1 2000 

Degr6 de puret6*) 
OpC?ration 

solide ~ Cristaux 1 Eaux-m&es 
____ ____ _ _ - ~ -  ~ _ _ _ _  ____ _~_____. 

80 6200 4200 
80 6400 6000 
80 ~ 6400 ~ 6200 

Ire cristallisation . . 
Ire recristallisation . 
2me recristallisation . , 
3me recristallisation . 1 

*) Exprime en mgr. maltose par mgr. azote Kjeldahl. 

Purete’ de l’wamylase de salive humaine cristallise’e. 
Le fait que le degr6 de puret6 des eaux-mkres atteint, par recris- 

tallisations, celui des cristaux, prouve que le produit cristallis6 est 
bien I’m-amylase pure. Ce r6sultat est confirm6 par 1’6lectrophorkse 
qui donne, B, diff6rents pH, les diagrammes d’une substance homogkne. 

Teneur de la salive en amylase. 
Un litre de salive contient done 0,4 gr. d’amylase pure, consti- 

tuant environ 12% de sa teneur en substances organiques. Par un 
enrichissement de 7,5 B, 8 fois, on obtient environ 100 mgr. d’enzyme 
cristallis6 B, partir d’un litre de salive, selon la premiere mdthode, et 
200 mgr., ou 130 mgr. aprks 2 recristallisations, selon la m6thode 
raccourcie. 

Les propriBt6s de I’m-amylase de salive humaine eristallis6e sont 
trait6es dans la communication suivante. 

Partie expirimentale. 
Purification. 

Lo dosage d‘activiti., la mkthode de travail ainsi que les produits utilisks pour la 
purification ont 6tk dkcrits pr6ckdemmentl). Toutes Ics opkrations de purification se font 
entre 0 et  + 4O, toutes les centrifugations s’opkrent A 3000 tours/min. e t  dans des tubes 
couverts. Lors des prkcipitations A l’acktone, on continue l’agitation pendant 15 min. 
aprks chaque adjonction d‘acktone pour que 1’6quilibre soit atteint avant lee centrifugations. 

Produit de de‘prt: Une vingtaine de personnes produisent environ 1,5 litres de salive 
au cours d’une heure lorsqu’elles m$chent de la paraffine. La salive eat recueillie en prk- 
sence de quelques gouttes d’alcool dkcylique pour supprimer la mousse. La salive brute 
est centrifug6e pendant une heure et  peut &re conservke 8. froid en presence de thymol 
ou de toluene pendant plusieurs mois. 

Me‘thode sans cristaux d’amorpage. 
Stade 1: 1500 om3 de salive centrifugke sont additioanbs en 40 min. de 1380 cm3 

d’acktone (48%)2). On centrifuge et  rejette le culot contenant en plus de protkines inac- 
tives la giande majorit6 des mucoydes. A la solution d6canti.e ( p ~  6,3), on ajoute 2120 cm3 

l) Helv. 30, 64 (1947). 
*) Les chiffres entre parenthkses indiquent la concentration finale des solutions en 

acktone. 
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d'acktone (70%) en 40 min. Aprirs centrifugation, on rejette la solution surnageante e t  
dissout le culot jaunatre dans 350 cm3 d'eau. Cette solution contient 0,42% de proteines 
et a un PH de 6,s. Rendement 90%, enrichissement 3, l  fois par rapport % l'azote Kjeldahl. 

Stade 11: 350 om3 de la solution du stade I sont additionnes de 2 gr. de CH,COONa, 
puis de 350 cm3 d'acetone (50%) en 20 min. On centrifuge et  rejette le culot qui contient 
le reste des mucoydes. La solution d&cant&e est additionnee de 470 cm3 d'acktone (70%) 
en 20 min. On centrifuge, rejette la solution et  dissout le culot dans 250 om3 d'eau, Le 
PH de cette solution est 6,5 e t  sa teneur en protbines 0,29%. Rendement en activit&: 
85%; enrichissement: 1,7 fois par rapport au stade prbcedent. 

Stade I I I :  Ce stade ainsi que le suivant doivent stre effectubs aussi rapidement que 
possible, en respectant les temps indiquks. 250 cm3 de la solution du stade I1 sont port& 
It PH 8,0 par quelques gouttes NH40H 0,l-n. e t  additionnbs d'un seul coup e t  sous agita- 
tion mod6r:rite de 209 om3 d'une solution de sulfate d'ammonium, saturee It OD et  ajust&e 
prealablement au PH 8,O par NH,OH (0,455 saturation). On continue l'agitation pendant 
30 min., puis on centrifuge pendant 30 min., rejette la solution surnageante e t  dissout 
le culot dans 80 cm3 d'eau. Le PH de cette solution est 6,3; sa teneur en protbines 0,4l%. 
Rendement en activitk: SO%, enrichissement: 1,3 fois par rapport au stade prbcident. 

Stade I V :  80 om3 de la solution du stade I11 sont portis au PH 8,0 par quelques 
gouttes de NH40H 0,l-n. e t  additionnes d'un seul coup d'une quantite de la solution sa- 
turke de sulfate d'ammonium, portant la concentration de ce sel it 0,40 saturation, compk 
tenu du sulfate d'ammonium provenant de l'opkration prbc6dente. On continue l'agita- 
tion pendant 30 min., puis on centrifuge pendant 30 min., rejette la solution surnageante 
et dissout le culot dans 40 om3 d'eau. Le PH de cette solution est 6,O et  sa teneur en pro- 
thine8 0,6l%. Rendement en activite: 80%; enrichissement: 1,l fois par rapport au 
stade phcbdent. 

Stude V :  40 om3 de la solution du stade IV sont ajustks 8, p~ 7,O par NaOH 0,l-n., 
puis additionnhs de 43 em3 d'acbtone (52%) en 15 min. On centrifuge, rejette le faible 
culot e t  ajoute 8, la solution surnageante 1 gr. de CH,COONa, puis 50 cm3 d'acbtone 
(70%) en 15 min. On centrifuge, rejette la solution surnageante e t  dissout le culot dans 
15 om3 d'eau. Le pH de cette solution est 5,9 et sa teneur en protCines 1,34%. Rendement 
en activitk: 85%; enrichissement par rapport au stade precedent: 1,02 fois. Le but de 
cette op&ation est d'eliminer une grande partie du sulfate d'amonium. 

Stade V I :  15 om3 de la solution du stade V sont trait& pendant deux heures par 
3 gr. d'Amberlite IR-4B, charge prealablement % l'acetate de sodium et lave, en agitant 
modhrement la suspension. Puis on decante la solution, rince deux fois soigneusement 
I'Amberlite avec un peu d'eau et  riunit lea eaux de lavage avec la solution decantke. On 
rkpbte encore deux fois cette operation avec de nouvelles portions d'Amberlite. A la fin, 
on rkcupbre 28 cm3 do solution contenant 0,73% de proteines. Le PH a pass6 au couw 
de ce traitement de 5,9 It 73. Rendement en activiti: 100yo ; enrichissement nul. Le but 
de cette opkration eat de transformer le sulfate d'ammonium en acetate d'ammonium 
no precipitant pas avec l'acktone. 

Stade V I I :  28 cm3 de la solution du stade VI sont centrifuges pour 6liminer des 
particules d'Amberlite entrainkes, puis additionnks de 65 om3 d'acbtone (70%) en 10 min. 
On centrifuge, decante e t  rejette la solution surnageante, puis maintient le tube contenant 
le precipiti parfaitement blanc d'amylase pure, en position renversie pendant 5 min. 
environ pour kgoutter autant d'acktone que possible. On essuye les parois interieures du 
tube avec un papier filtre e t  triture finalement le culot avec 2 om3 NaOH 0,l-n. L'amylase 
finit par se dissoudre entibrement e t  on obtient environ 3 cm3 d'une solution sursaturee 
d'une teneur en protiines de 6,6% et  posshdant un PH de 8,2. Rendement en activit&: 
lOOO/& ; enrichissement nul. Le but de cette operation est surtout de concentrer la solution 
de prothines. 

Cristallisation: En abandonnant la solution sursaturie du stade VII % froid, l'amy- 
lase cristallise spontan6ment. Apr& 24 heures, environ 60y0 de l'enzyme se trouvent 8, 
l'itat cristallin et aprirs 2 jours, environ 80% ont cristallise. 
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Mdthode raccourcie (avec cristaux d‘amorpage seulement). 
Xtade I ’ :  4300 cm3 de salive centrifugbe sont additionnits en 60 min. de 4300 cm3 

d’acbtone (50%). On centrifuge, rejette le culot et ajoute It la solution d6cantl.e 4800 om3 
d’ac6tone (68%) en 60 min. On centrifuge, rejette la solution et  dissout le culot jaunhtre 
dans 250 om3 d’eau. Cette solution contient l,l6% de prothines et  a un PH de 6,5. Rende- 
ment en activitb: 81 yo ; enrichissement : 4,5 fois. 

Xtade 11’: 250 om3 de la solution du stade I’ sont ajustes au p~ 7,O par quelques 
gouttes de NaOH 0,l-n., puis additionnes de 250 cm3 d’ac6tone (50%) en 20 min. On 
centrifuge, rejette le culot et  ajoute It la solution surnageante 2 gr. CH,COONa, puis 
280 om3 d’acetone (68%) en 20 min. On centrifuge de nouveau, decante et  rejette la solu- 
tion surnageante, puis on debarrasse le culot encore lbg6rement jaune et contenant l’amy- 
lase, de l’acbtone, en maintenant le tube renverse comme d6crit sous stade VII. Le culot 
est finalement dissous dans 20 cm3 NaOH 0,Ol-n. et  on obtient 26,5 cm3 d’une solution 
contenant 5, l% de protbines et possbdant un PH de 6,8. Rendement en activitb: 78%; 
enrichissement: 1,4 fois par rapport au stade prAc6dent. 

Cristal2isution: la solution sursaturbe du stade 11’ est ajustee B PH 7,5 par quelques 
gouttes de NaOH 0,02-n., amorche avec une petite quantitb de cristaux obtenus selon la 
mbthode prbcbdente et  placBe sur une secoueuse lente It 0 O .  La cristallisation commence 
en peu de temps et apr6s deux jours, 80 %de la substance active se trouvent sous forme 
cristalline. 

Recristallisation. 

La suspension des cristaux provenant de l’une ou de l’autre des mkthodes dbcrites 
est centrifugee. Lea cristaux d’amylase sont rapidemcnt lav& en les triturant avec une 
petite quantite d‘acbtone h 30% prealablement refroidie et en lea centrifugeant immbdiate- 
ment. Cette operation est rbpbtbe encore deux fois. Puis on suspend les cristaux dans trhs 
peu d’eau et  porte le PH It 11,O par addition de NaOH 0,04-n. On place la suspension sur 
une secoueuse lente h froid. Au fur et It mesure que les cristaux se dissolvent, le p~ baisse. 
On le maintient B 11 par addition de NaOH O,O4-n. jusqu’h dissolution complAte des 
cristaux. On neutralise alors par CH,COOH 0,l-n., centrifuge la solution pour bliminer 
une faible quantit6 de substances insolubles et laisse cristalliser comme prhcbdemment, 
6ventuellement apr6s amorpage. Aprhs chaque cristallisation, on determine l’activitk 
amylatique et la teneur en azote KjeZduhZ des cristaux et de leurs eaux-mhres. Les dosages 
d’azote se font aprhs dimination des traces bventuelles de NH; par un traitement h MgO. 
Les r6sultats sont indiquks dans le tableau 3. 

Ces recherches ont kt6 encouragkes par des credits ouverts par la Confbd6ration en 
vue de creer des possibilitbs de travail. 

R&XJMI& 

L’a-amylase de salive humaine a 6th isol6e et cristalliske. L’en- 
richissement rapport6 h l’azote KjeZdahZ est de 8,l fois. Le rendement 
de la purification est de 50% en produit cristallis6, et de 32% en 
enzyme pur, deux fois recristallis6. Aprhs trois recristallisations suc- 
cessives, les eaux-mkres et les cristaux prksentent le meme degr6 de 
puret6. A 1’61ectrophori?se, l’enzyme cristallis6 se comporte comme 
une substance homoghe. I1 doit &re considkr6 comme de l’cc-amylase 
de s a k e  humaine pure. 

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




