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285. Sur les enzymes amylolytiques XI1). 
Propridtds de l’a-amylase de salive humaine eristallishe 

par P. Bernfeld, A. Staub et Ed. H. Fischera). 
(20 X 48) 

Un grand nombre de travaux ont 6te publies sur les proprietes 
de l’a-amylase de salive humaine. Presque tous les auteurs observent 
qu’elle est trks stable et que cette stabilite n’est que peu influencee 
par le pH. Ernstr0m3) Btudia d’une faqon trks approfondie l’influence 
du pH et de la temperature sur l’activit6 de cet enzyme. L’importance 
de la presence du chlorure de sodium pour l’activit6 amylatique de 
la salive fut rapidement r e ~ o n n u e ~ ) ~ ) .  D’aprbs WohZgemzlth6), dejh 
O , O O l %  de CINa peut augmenter l’action amylatique de la salive. 
Bang7) observa une forte diminution de l’activite amylatique de la 
salive lors de la dialyse et une nette reactivation par le chlorure de 
sodium. I1 situe a 0,05% l’optimum de la concentration du ClNa. 
D’autres sels comme BrNa, INa, NO,Na, N0,Na et C10,Na possedent 
Bgalement un certain effet activateur, quoique plus faible, sur l’amy- 
lase s a l i ~ a i r e ~ ) ~ ) .  Les phosphates, sulfates et acetates n’ont aucune 
action sur l’enzyme. 

L’action de l’amylase salivaire sur l’amidon est ghbralement 
considerbe comme celle d’une a-amylase. Quelques auteurs veulent 
encore avoir trouve dans la salive brute une p-amylases) ou une 
maltaseg). H ~ w o r t h ~ ) ,  enfin, pr&e a la salive une action enzymatique 
qui deplacerait les points de ramification le long des chahes a-1,4- 
glucosidiques, opinion qu’il a recemment revisbelo). 

Disposant d’amylase de salive humaine pure et cristallisee, nous 
avons entrepris une etude des proprietes de cet enzyme et confirm6 
en partie les observations faites par d’autres sur des preparations 
d’enzyme impur. Nous avons en outre compare ses proprietes h celles 

1) Xme communication, Helv. 31, 2158 (1948). 
2) Boursier de la uFon‘ondation pour des recherches scientifiques dans Ze domaine ok Za 
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4, 0. Nasse, Pflugers Arch. I I, 138 (1875); R. H .  Chittenden et J .  S. Ely, J. Physiol. 

5,  F.  KubeZ, Pfliigeps Arch. 76, 276 (1899). 
6, J .  Wohlqemuth, Biochem. Z. 9, 10 (1908). 
7, I .  Bang, Biochem. Z. 32, 417 (1911). 
8 )  L. Anker et H .  J .  Vonk, Kon. &ad. Wetensch. Amsterdam, h c .  of Sect. Sci. 44, 

9) W .  N .  Haworth, H. Kitchen et S. Peat, SOC. 1943, 619. 
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de l’a-amylase de pancreas de pore, et son mode d’action sur l’amidon 
B celui d’autres cr-amylases. Nous avons enfin examine si l’cr-amylase 
est le seul enzyme dans la s a k e  agissant sur l’amidon ou sup ses pro- 
duits de degradation. 

1 0  Proprie’te’s cle l’ennxyme pur. 
Nature protdipe: L’a-amylase de salive humaine pure donne, 

entre autres, les reactions du biuret et de la ninhydrine; elle est coagulde 
h la chaleur et denaturbe irreversiblement par l’acide trichlor-acetique. 
Elle contient 15,s yo d’azote. L’a-amylase de salive humaine est donc 
de nature proteique. 

Teneur en phosphore: L’enzyme recristallise trois fois contient 
O , O l %  de phosphore. Pour que le phosphore fasse partie de la mole- 
cule de l’enzyme, ce dernier devrait donc avoir un poids moleculaire 
superieur a 300000. Or, nous pouvons deduire de ses propriet6s (diffu- 
sion, Iimites de prdcipitation, etc.) que son poids moldculaire n’est 
pas superieur a celui de l’cr-amylase de pancreas de porcl) (45000). 
NOUS en concluons que la molecule d’amylase de salive humaine est 
exempte de phosphore. 

Activite’ en fonction du p ,  : L’enzyme pur est actif entre les pH 3,8 
et 9,4 (voir fig. 1). I1 posskde un net optimum d’activite au pH. 6,9. 

Activite’ en fonction de la tempe’rature: L’a-amylase de salive hu- 
maine pure posskde un optimum d’action B 40° (voir fig. 2). Le 
coefficient de temperature est de 2’3 entre 10 et 20° et de 2,O entre 
20 et 30°. 

R C h l C  

Tempesihre 

Fig. I. Fig. 2. 
Activit6 de l’a-amylase de salive 
humaine pure en fonction du pH. 

Activitk de l’a-amylase de salive humaine 
pure en fonction de la tempkrature. 

l) C. E. Danielsson, Nature 160, 899 (1947). 
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Activite’ en fonction de la teneur en sels: En dialysant une solution 
d’a-amylase de salive pure pendant plusieurs jours h 2 O  contre de 
l’eau ammoniacale (pH entre 9 et 10) on arrive a r6duire l’activit6 amy- 
latique B environ 15% de sa valeur initiale. Le dosage d’activit6 doit 
&re effectud, dans ce cas, avec un substratum soigneusement dialyse 
et tamponn6 au phosphate 0,Ol-m. a pH 6’9. Cette d6sactivation est 
rdversible. Si l’on effectue le dosage en pr6sence de 0’01-m. ClNa, 
l’activit6 initiale de l’enzyme est entibrement rdtablie, alors que 75 
h 85% de l’activitd sont rdcup6r6s par la presence de 0,001-m. ClNa. 
Dans tous les cas, la reactivation eat instantan6e. 

Conform6ment aux indications de la littbrature, la rdactivation 
par le ClNa est due aux ions chlore seulement. Les sels suivants pos- 
skdent, h concentrations Bquivalentes en chlore, le m6me effet sur 
I’m-amylase de salive pure et dialyshe: CWa, ClK, ClNH,, C1,Mg et 
C1,Ca. L’effet activateur n’est pourtant pas spdcifique a l’ion chlore; 
d’autres anions le produisent, quoique plus faiblement. Ce sont, dam 
l’ordre ddcroissant de leur capacit6 de reactiver l’amylase salivaire: 
C1‘ > Br’ > NO,’ > 1’. Les anions suivants ne possbdent, au con- 
traire, aucune action activatrice: SOa”, C03H’, P04H”, CNS’ et 
CH,COO’. 

Tableau 1. 

Sel ajoute 1 du sel ajoutb 

1 de &action 
dans le melange 

1 Conc. molaire 1 Activit6 trouvee 

en mgra 
de 

en % 
de l’activit6 
maximum 

_____ 1-14 
100 
80 
80 
80 
80 
80 
57 

-. 

- 

ClNa. . . . 
CMa. . . . 
C I K . . . .  
c m *  . . . 
CI,Mg . . . 
C1,Ca . . . 
BrK . . . . 
I K . .  . . . 
NO,K . . . 

CH,CO,K. . 
C0,HK . . 
SO,K, . . . 

CNSK . . . 

I .- 

0,25 
1,75 0.01 m. 

- 

0,001 m. 114 
0,001 m. 114 
0,001 m. 1,4 
0,0005 m. 1,4 
0,0005 m. 174 
0,001 m. 1 ,o 

0,001 m. 08 

0,001 m. 0,3 
0,0005 m. 0,25 
0,0005 m. 0,25 

0,001 m. 0,45 

0,001 m. 0,3 

StabiZite‘: Les solutions aqueuses d’cr-amylase de salive humaine 
pure sont trbs stables. A 20°, aucune perte d’activith ne peut &re 
observ6e entre les pH 4,5 et 11 pendant plus de 20 heures (voir fig. 3). 
Aprbs 6 jours, 9574 de l’rtctivit6 sont conservds dans les memes condi- 
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tions. En outre, l’enzyme ne perd aucune activitd par dialyse contre 
de l’eau au pH 7,3 et a 2O, a condition toutefois que le dosage d’acti- 
vitd soit effectud en prdsence de ClNa (voir plus haut). 

3 4 5 6 7 8 9 JO if I2 1Jp“ 

Fig. 3. 
Stabilite de l’u-amylase de salive humaine pure b 20° C en fonction du pH 

I aprBs 30 minutes I1 aprbs 2 heures I11 aprBs 20 heures. 

Ju solubilite’ de l’enzyme cristallisd dans l’eau ajustde au pH 8,5 
par de l’ammoniaque, a dtd ddterminde en partant de solutions sous- 
saturees et sursaturdes. A 2O, elle est d’environ 0,3 %. Sa solubilitd au 
pH 10  est sensiblement plus forte (entre 3 et 5%) .  

Mobilite’ e’lectrophore’tique: L’a-amylase de salive humaine posskde 
une mobilitd dlectrophordtique de 3,75 cm2.sec-l-volt-l au 
pH 10,14. 

Le spectre d’absorption dans l’ultraviolet de l’enzyme pur a 6 th  
determind (voir fig. 4). I1 montre un maximum 280 mp  et un point 
d’inflexion a 292 mp. 

:I, , , , , , , \, 
230 ZW 25D 160 270 280 290 3R0 3lU 320lmp 

Fig. 4. 
Spectre d‘absorption de l’u-amylase de salive humaine pure determine au (( Beckman 

photoelectric quartz spectro-photometerr. 
c = 0,137 mgr. substance par cmS; cuves: 1 cm. d’epaisseur. 
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lo Cornparaison entre les a-amylases de salive humaine et de panerdas 
de porc cristallisdes. 

Le tableau 2 resume et compare les principales proprietes de 
l’amylase de salive humaine avec celles de l’amylase de pancreas de 
porc. 

Tableau 2. 

.~ ~ ~- 

ActivitB par mgr. d’azote . . . . . .  

Activitk par mgr. d‘enzyme pur . . .  

a-Amylase de 
salive humaine 

6400 mgr. de 
maltose 

1000 mgr. de 
maltose 

Teneur en azote . . . . . . . . . .  
Teneur en phosphore . . . . . . . .  
Optimum d’action . . . . . . . . . .  
Zone de stabilite . . . . . . . . . .  
Solubilit& dans l’eau B 2O e t  au pH 8,7 
MobilitB eleotrophoretique au pH 10,l . 
Spectre d’absorption: 

maximum . . . . . . . . .  
palier . . . . . . . . . . .  

15,8% 
0,01% 

entre pH 4,5 e t  11 - 0 3 %  

cmz . sec-l. volt-’ 

280 m p  
292 m p  

PH ‘9’ 

3,75.10-5 

pouvoir saccharog&ne2) 
pouvoir dextrinogene . . I 9,5 & 0,2 ~- Quotient: - -  

u-Amylase de 
pancreas de porcl) 

4000 mgr. de 
maltose 

630 mgr. de 
maltose 

1598% 
< 0,05% 

PH 6,9 
entre pH I e t  8,5 
6 6,5% 

cm2-sec-1.volt-1 

280 mp 
292 mF 

3,55 . l o 4  

La comparaison entre ces deux amylases cristallisees montre tout 
d’abord qu’elles possedent le m6me quotient : pouvoir saccharogbne/ 
pouvoir dextrinogkne. Leur mode d’action enzymatique est done le 
mkmez), identique d’ailleurs B celui des a-amylases de pancreas hu- 
main, de B. subtilis et de malt. 

Les a-amylases de sslive humaine et de pancreas de pore ont, 
en outre, la m6me teneur en azote. Elles ne contiennent que des traces 
de phosphore ; elles donnent des spectres d’absorption tres similaires 
et leur optimum d’action se trouve au m6me pH. La difference entre 
la mobilitB Blectrophordtique des deux enzymes depasse B pehe la 
limite d’erreur des mesures. 

Par contre, ces deux amylases se distinguent trbs nettement l’une 
de l’autre par les faits suivants: 

10 L’activitB enzymatique de l’amylase de salive humaine par 
poids de substance pure, est supdrieure de 50% A celle de l’amylase 
de pancreas de porc. 

20 La premiere est environ 20 fois moins soluble dans l’eau au 
pH 8,7 que la dernibre. 

1) Ed. H .  Fischer et  P.  Bernfeld, Helv. 31, 1831 (1948). 
2) P .  Bernfeld e t  M .  Fuld, Helv. 31, 1423 (1948). 
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3O L’enzyme humain est beaucoup plus stable Bi certain8 pH que 
l’enzyme de porc. Ces differences sont illustrdes par les fig. 5 et 6 
qui montrent l’activite de chacune de ces amylases en fonction du 
temps, aux pH 4,l et 1 1 , O .  On pourrait croire que la desactivation 
de l’amylase de porc, beaucoup plus rapide que celle de l’amylase 
humaine, est provoquee par une impurete accompagnant cet enzyme1). 
Ceci n’est pas le cas comme le montre la courbe de l’activite en fonction 
du temps d’un melange de ces deux amylases (voir fig. 7). Elle montre 
une rapide diminution de l’activite due h la desactivation de l’amylase 
de porc alors que l’activite provenant de l’enzyme humain persiste. 

% ac/iv#tf’ 

f00 - - I 

% achyite’ 
I 

% schite’ 

0 0  
I0 A7 3U 40 SU 60 7Uheures 

Fig. 5; Fig. 6; Fig. 7. 
Comparaison entre la stabilite des amylases de salive humaine et de pancr6as de porc 

aux pH 4,l et 11,0 B 20° C. 
I Amylase pure de salive humaine 

I1 Amylase pure de pancreas de porc. 

4O Alors que les BlectrophorBses de chacune des deux amylases 
donnent les diagrammes d’une substance homoghe, 1’6lectrophor8se 
de leur melange montre, aprbs 3 heures B, 5,2 volts/cm. et au pH 10’1, le 
debut de la separation des deux substances de mobilitd trBs rapprochde. 

I1 en resulte que la constitution chimique de ces deux amylases 
est differente, mais que leur action enzymatique est identique. 

~~ 

Ed. H .  Pischer et P. Bernfeld, Helv. 31, 1839 (1948). 
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3 O  Adim enxymatique de la salive brute. 

Certains auteurs prhtent a la salive l’action de divers autres 
enzymes amylolytiques et nous ont amen6 comparer l’action de 
l’cr-amylase de salive humaine pure et cristallisde B celle de la salive 
brute. Or, le quotient : pouvoir saccharog&ne/pouvoir dextrinoghe de 
la salive brute est identique a celui de l’cr-amylase pure. La prdsence, 
dans la salive humaine, d’autres enzymes agissant sur l’amidon ou 
sur ses produits de ddgradation, tels une p-amylase, une maltase ou 
un enzyme scindant les liaisons cr-1,6-glucosidiques, est dBs lors exclue. 
L’absence de la maltase a d’ailleurs 6t6 v6rifi6e directement; aucune 
augmentation du pouvoir r6ducteur n’a pu &re d6cel6e en faisant agir 
de la salive brute sur du maltose, au pH 6,9, pendant 48 heures 25O. 

Partie exphimentale.  
Solutions. 

10 Solution d’amidon soluble Zulkowski Q 2%. 
2 O  Solution d’amylopectine dialysbe Q 3%: l’amylopectine de mais est prbparee 

aelon la prescription de Schoch’). Elle est ensuite dialyde pendant 8 jours B 2O contre 
de l’eau distillbe. L’eau de dialpse est renouvelee deux fois par jour. 

30 Solutions de tampon acbtate, p~ 3,2; 3,5; 3,8; 4,l; 4,6; 5,O et 6,2. Chaque so- 
lution est en outre 0,05-m. en, ClNa et de force ionique p = 0,15. 

40 Solutions de tampon phosphate, PH 6,l; 6,9 et 7,6. Chaque solution est en outre 
0,05-m. en ClNa et de force ionique p = 0,30. 

5 0  Solutions de tampon vbronal acbtate, pH 6,l; 7,4 et 8,55. Chaque solution eat 
en outre 0,05-m. en C1’ et de force ionique p = 0,15. 

60 Solutions de tampon glycocolle, PH 8,55; 10,l; 11,55 et 12,l. Chaque solution 
eat en outre 0,05-m. en C1’ et de force ionique p = 0,15. 

70 Solution de tampon phosphate pH 6,9 sans ClNa et de force ionique p = 0,005. 
80 Solution d’a-amylase de salive humaine pure: l’enzyme deux fois recristallisb 

est dissous au pH 11 en prbsence de quelques gouttes de NaOH 0,M-n.; la solution est 
ensuite neutralisbe par CH3COOH 0,04-n. et congelbe rapidement B - 70°. AprBs bvapo- 
ration de la glace dans le vide B une pression de 0,Ol mm. Hg, on obtient une poudre 
volumineuse, trbs facilement soluble dans l’eau. Des solutions de cet enzyme sont fraiche- 
ment prbparbes avant chaque essai. 

90 Solution alcaline d’acide dinitrosalicylique: voir2), solution 2. 

Activitt en fonction du p p  
On melange dans une bprouvette 0,5 om3 de solution d’amidon I, 0,5 cm3 de solution 

de tampon contenant ClNa 3 Q 6, selon le pH dbsirb, et 1 om3 de solution d’enzyme 8, 
contenant de 0,s Q 1,6 y de prothine par cm3. AprBs 3 min. Q 200 on ajoute 2 em3 de 9 
e t  on dose le pouvoir rbducteur comme #habitude3). Les rbsultats sont domes dans 
la fig. 1. En remplapant une solution de tampon par une autre dormant le m6me pH, les 
m6mes valeurs de reduction aont observbes. La nature du tampon n’a donc aucune in- 
fluence sur l’activitk. 

Activitd en fonction de la tempdrature. 
On melange dans une bprouvette 0,5 cm3 de solution d’amidon I, 0,5 cm3 de solu- 

tion de tampon phosphate de pH 6,9 contenant ClNa 4 et 1 cm3 de solution d’enzyme 8 

l) Th. J .  Schoch, Am. SOC. 64,2957 (1942) ; Advances in Carbohydrate Chemistry I, 

2, Helv. 31, 288 (1948). 
247 (1945). 

3, Helv. 31, 286 (1948). 
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contenant de 0,8 B 1,6 y de prot6ine par cm3. Toutes ces solutions sont portkes prhalable- 
ment B la temgrature voulue, c’est-b-dire B 0, 5, 10, 20, 30, 35, 40, 50 et 60°. On laisse 
reagir I’enzyme b cette temperature pendant 3 min., puis on ajoute 2 cm3 de 9 et dose 
le pouvoir rkducteur comme d‘habitudel). Les r6sultats sont donnes dans la fig. 2. 

Activite‘ en fonction de la teneur en ClNa et autres sels. 
Une solution d‘enzyme pur, contenant environ 3,5 mgr. de protBine par cm3, est 

dialysee pendant 17 jours 8. 2O contre de l’eau ajustee au pn9,4 par NH,OH. L’eau de 
dialyse est renouvelee deux fois par jour. 1 om3 de cette solution est ensuite dilue B 1000 cm3 
par la solution de tampon phosphate de p H  6,9 exempte de ClNa (7). A 0,5 cm3 de cette 
solution tamponnee d’enzyme, dialyshe, on ajoute 0,5 cm3 de solution d‘un sel ou 
d’eau, puis 1,0 om3 de solution d’amylopectine dialysee 2. Apres 3 min. B 20O on ajoute 
2 cm3 de 9 et on dose le pouvoir r6ducteur comme d’habitude. Les rksultats sont donnes 
dans le tableau 1. 

Stabilitk. 
On melange dans une Bprouvette 5 cm3 de solution d’enzyme 8 contenant environ 

30 y de prot6ine par cm3 avec 5 om3 de solution tampon 3 b 6, selon le pH desire, puis 
on ajoute 5 gouttes de toluene et on garde le tube ferm6 dans un thermostat B 20O. Aux 
temps voulus, on prhleve 1 cm3 et dilue B 10 om3 par la solution de tampon phosphate 4 
de pH 6,9. Pour les pH extrAmes, le pH doit 6tre ramen6 B 6,9 lors de la dilution par addi- 
tion de NaOH ou de C1H. On determine ensuite l’activit6 en faisant r6agir 1 om3 de cette 
solution pendant 3 min. b 20° avec un melange de 0,5 cm3 de solution d‘amidon I et de 
0,5 cm3 d’eau et en dosant la valeur de reduction comme d’habitude. 

Les klectrophorkses ont 6tB effectuees comme decrit pr6ckdemment2). 
Ces recherches ont 6th encouragees par des credits ouverts par la Confideration 

en vue de creer des possibilitks de travail. 

R ~ S U M J ~ .  

L’a-amylase de salive humaine est de nature proteique et ne 
eontient pas de phosphore. L’enzyme pur est actif entre les pH 3,8 
et 9,4, avec un optimum d’activit6 au pH 6’9. En fonction de la temp& 
rature, son activitB montre un optimum B 40°. La pr6sence de Pion 
chlore est necessaire B I’activitB. Quelques autres anions exercent une 
action semblable quoique rdduite. Ce sont dans l’ordre d6croissant 
d’action: Br’, NO,’ et 1’. L’enzyme pur est stable B 200 entre les 
pH 4,5 et 11. I1 n’est pas dBsactivB par la dialyse, pourvu que le 
dosage d’activit6 soit effectue en presence de CINa. 

L’action enzymatique de l’cr-amylase de salive humaine est iden- 
tique B ceUe de l’cr-amylase de pancreas de pore, mais la constitution 
chimique de ces deux enzymes n’est pas la mbme, leurs mobilites 
Blectrophoretiques, leur stabilite en fonction du pH, leur solubilit6 
dans l’eau et leur activitB par poids d’enzyme pur &ant differentes. 

L’cr-amylase est le seul enzyme de la salive agissant sup l’amidon 
ou sur ses produits de degradation. 

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

1) Helv. 31, 286 (1948). 2, Helv. 31, 1831 (1948). 




