
Volumen XXXIV, Fasciculus VI (1951) - No. 238-239. 1987 

En acidulant les eaux mbres et les eaux de lavage avec de l’acide chlorhydrique, on 
obtient 2 & 3 g d‘acide benzoique (F. 119-120° non corr.). 

Le produit brut jaunhtre ne prhsente pas de F. net, mais coule vers 136-142O; on 
le pulverise et le cristallise dans du benzbne (solubilit6 B 1’6bullition: environ lo%), la 
masse cristalline obtenue fond alors 165-166O (corr.); le F. ne s’B18ve pas par nouvelle 
cristallisation dans le benzbne; par cristallisation une nouvelle fois dans l’alcool absolu, 
on obtient de fines aiguilles blanches F. 167-168O (corr.). 

C15H1302X3 Calcul6 N 15,72% Trouv6 (Kjeldahl) N 15,95; 15,87% 

RI~SUMI~.  

Traithe par le chlorure de benzoyle en milieu fortement alcalin, 
la guanidine fonrnit la dibenzoylguanidine. 

Laboratoires Om S.A., Geniive. 

239. Purification et cristallisation de I’a-amylase 
d’Aspergillus oryzae. 

Sur les enzymes amylolytiques XVIII1) 
par Ed. H. Fischer et R. de Montmollin. 

(14 VIII 51) 

La comparaison des propribtbs a)  des a-amylases cristallisees de 
malt3), de bact6rie4), de pancreas de pore6), de salive6) et de pancr6as’) 
humains a montr6 qu’elles varient r6guliiirement lorsqu’on passe du 
riigne vBg6tal au riigne animal, ce qui souligne 1’8troite parent6 pou- 
vant exister entre des protbines de m6me activit6 biologique. 

Comme c’est souvent le cas pour des enzymes bactdriens, l’a- 
amylase de B. subtilis semble plut6t apparentbe aux amylases ani- 
males. Comme celles-ci, et sous certaines conditions, elle peut &re 
activ6e par l’ion chlore, mais non par l’ion Cab* indispensable B l’a- 
amylase de malt8). 

PrCc. Comm., Helv. 34, 325 (1951). 
2, K.  H.  Meyer, Angew. Chem. 63, 153 (1951). 
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Afin de completer nos connaissances sur les variations presentees 
par les amylases de differentes origines, il nous a semblB interessant 
d’dtudier les propridtes d’un enzyme pur, qui, d’un point de vue sys- 
tematique, trouverait sa place entre I’amylase de malt (orge germ6e) 
et l‘amylase de bact6rie. A cet effet, nous nous sommes adresses &- 
un champignon inferieur, et le present travail deerit la purification et 
la cristallisation de l’cr-amylase d’aspergillus oryzae, connue sous le 
nom de Taka-diastase. 

Connu depuis plus de 2000 ans au Japon sous le nom de Kojil), I’Aspergillus oryzae 
y etait utilisb pour la fabrication du ccsakAs, sorte de bikre de riz. Atkinson2) en 1881, puis 
KeElner, Mori et  Nagoaka3) en 1890, dkcrivent certaines propriAtes du Koji e t  observent 
notamment qu’il invertit le sucre de canne, degrade l’amidon en maltose e t  en ((dextrose)) 
e t  scinde enfin le maltose et  le ((dextrose)) en glucose. En 1898, Jokichi Takamine4) attribue 
le pouvoir amylolytique de YAspergillus oryzae B l’action d‘une ((diastase )) qu’il appelle 
((Takadiastase D. La Taka-diastase est devenue d&s lors un produit commercial6) qui 
joue actuellement un rale consid6rable dans l’industrie des textiles e t  dans celle de l’ali- 
mentation. 

De nombreuses tentatives de purification de la Taka-diastase ont 
BtB decrites: adsorptions selectives sur du kaolin6), sur de l’oxyde 
d’aluminium’), extraction fractionnee par le NaC18), precipitation par la 
lignjne ou le tannin9), par 1’a1coo130), ou le sulfate d’ammoniumll). Mais 
aucune de ces purifications n’a permis l’obtention d’un produit purl2). 

Nous avons systematiquement reexamine ces diffdrentes metho- 
des et constate que, meme en les modifiant, il n’6tait pas possible de 
realjser la purification totale de l’enzyme. Ce n’est qu’aprks avoir 
introduit un nouveau procede - precipitation fractionnee du produit 
sous une force ionique 81evBe, par le melange de deux sels - que nous 
avons finalement pu le cristalliser. 

l) Y .  KozaC, C. fur Bakteriologie 11, 12, 248 (1900). 
2, R. W .  Atkinson, Proc. Roy. Soc. 32, 299 (1881). 
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Chem. 28, 18 (1951)). 
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Dosage de Pa-amyZase. L’activite cc-amylatique est dosee d’aprks 
la methode colorimBtrique Q I’acide dinitro-3,5-salicyliquel). 

L’unite‘ d’a-amylase (act’ivite = A) est la qusntitc! d’enzyme qui 
libkre 1 mg de maltose en 3 min. B 20° C, pH 5’7, B partir d’une solu- 
tion d’amidon selon ZuZkowski2). Lors des dosages, la quantit6 d’en- 
zyme doit &re telle que la dbgradation du substrat ne d6passe pas 
15%. Le degre‘ de purete‘ est exprim6 par le rapport de l’activit6 par 
mg d’azote Kjeldahl (A/mg N). Les enrichissements sont rapportbs aux 
valeurs trouv6es dans la suspension initiale de la poudre shehe. 

L e  contrdle de l’absence de la /?-amylzase a BtB effectuB par la me- 
sure du pouvoir saceharogbne sur le pouvoir dextrinogkne (PS/PD)3). 
Ce rapport est de 61 pour les /?-amylases de patates douces et de malt 
cristallisBes4) et de 9’7 pour les a-amylases pures. I1 ne permet pour- 
tant pas de deeeler moins de 5 yo de /?-amylase en pr6sence d‘a-amylase. 

L’absence de maZtase est contr616e en faisant agir la solution d’en- 
zyme sur une solution de maltose a 1% B pH 4’7 puis en dosant le 
glucose Bventuellement lib6re d’aprks la m4thode colorimPtrique de 
B e n h a m  & Petxing5). 

Produi t  de de’part. Au debut de ce travail, differents produits gra- 
cieusement mis h notre disposition par les T a k a m i n e  Laboratories 
Inc.6) avaient Bt6 examin6s : ((Crude Taka )), ((Clarase )), ((Rhozyme )), 
((Mylase)) et ((Hydrolase)). La ((Crude Taka)) nous a servi pour nos 
premiers essais, montrant le maximum d’activit6 amylatique. Nous 
l’avons ensuite remplacee par un nouveau matkriel, la ((Clarase 900 
concentrated 1). Quoique fortement enrichie en or-amylase, la &larase 
900)) contient pourtant entre autres de la /?-amylase, de la maltase et 
de fortes quantit6s de lactose qui ghen t  les dosages d’activitd. Elle 
est parfaitement stable, conservBe B froid B l’abri de 1’humiditB. 

Purification. L’enzyme est extrait en suspendant la poudre skche 
dans 6 fois son poids d’eau et en maintenant pendant 12  h. cette sus- 
pension B froid, sous agitation. AprBs centrifugation, on Blimine la 
majorite des hydrates de carbone par une precipitation de l’extrait 
brut au sulfate d’ammonium solide. Le culot est dissous et la 
solution fractionnee par l’ac6tone B pH 6’0. 

Le produit obtenu a un degre de puret6 d’environ 1200 A/mg N 
et se trouve done B 50% de puret6. Pourtant examine A 1’4lectropho- 

l) G. Noelting & P .  Bernfeld, Helv. 31, 286 (1948). 
2, Les activitbs enzyniatiques indiqubes ne representent aucunement des valeurs 

absolues, car elles varient selon le substrat utilis6. Avec de l’amidon soluble Merck d’apr8s 
Zulkowski (produit plus degrade que le nbtre), on obtient par exemple des valeurs pr&s 
de 2 fois plus elevbes. 

s, P. Bernfeld & M .  Fuld, Helv. 31, 420 (1948). 
4, K .  H .  Meyer, Ed. H .  Fischer & A. Piquet, Helv. 34, 316 (1951). 
5,  G. H .  Renh,am & V .  E. Petzing, Anal. Chem. 2 I ,  991 (1949). 
g, Clifton, New Jersey (USA.). 
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rhse B diffbrents pH, il montre un composant principal E representant 
plus de 90% de la totalit6 des produits en jeu. 

E 

6 

E 

E 

rising -+ f--- drsrendiug 
Fig. 1. 

Diagramme Blectrophorbtique ( Philpot-Swemon). 
Tampon de Michaelis, pH 8,6; p = 0,l. 
Temperature 4,OO. Duree: 151 min. B 0,206 V/cm. 

Un fait semblable a ddja 6t6 constat6 par l’un de nous lors de la 
purification de l’a-amylase de pancr6a)s de pore. En  effet, cet enzyme 
pouvait subir une brusque denaturation lors de sa purification, en 
donnant un prBcipit6 inactif qui, une fois remis en solution en milieu 
alcalin, presentait des propriktes physiques et chimiques tres voisines 
de l’enzyme natif. I1 se comportait, 8 1’6lectrophorese, comme une 
substance homogene. 

Nous croyons avoir a faire ici 8 un phdnomkne semblable et sup- 
posons que notre solution impure d’cc-amylase d’Aspergillus oryzae 
contient une quantitd notable d’amylase d6sactivee qu’il n’est pas 
possible de distinguer de l’enzyme actif par Blectrophorkse. Cette 
hypothese semble confirmde par le fait qu’il ne nous a pas BtB possible 
d’enrichir cette solution d’enzyme ni par des precipitations frac- 
tionnhes, soit au sulfate d’ammonium (SA), soit au sulfate de cad- 
mium, ni par des prdcipitations acdtoniqnes a differentes concentra,- 
tions en sels, eeci 8, tous les pH entre 3 et 8,5. L’enzyme &ant t r h  
soluble, on ne peut le prhcipiter par d’autres sels. Des pr6cipitations 
par l’acide picrique n’amknent aucun enrichissement de l’enzyme. I1 
est denature par traitements au mblange chloroforme-alcool amylique. 
Enfin des essais d’adsorptions sdlectives de l’enzyme sur de l’amidon 
de mais selon flchwimmer & Balls1), en solution aqueuse ou acbtonique, 
cont rest& sans r6sultats. 

Par contre ce produit a pu &re purifie par des precipitations frac- 
tionnees successives sur des solutions portdes prkalablement B 0’75 sat. 
en .NaCl. E n  Blevant ainsi considdra,blement la force ionique de la 

l) S. Schwimmer & A.  K .  Balls, J. Biol. Chem. 179, 1063 (1949). 
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solution, lea premiers prdcipitds qui se forment par addition de SA 
entrainent la majeure partie des impuretds. La solution purifide qu’on 
obtient est passablement moins color6e et possbde un degr6 de puret6 
de 1950 A/mg N. Elle a pu &re cristallisde. 

Le tableau I rapporte les rendements et enrichissements obtenus 
h chaque stade de la purification. 

Tableau I. - I Stfade I Operation 

I 
IT 
I11 
IV 
V 

Suspsnsion initiale 
Sol. aprhs centrifugation 
SA 0,8 sat. 
Acetone 40-58% 
NaC1+ SA 0,54--0,72 sat. 
NaC1+ SA 0,41--0,71 sat. 

Rendement par 
rapport B la 
susp. initiale 

Degr6 de 
pureti: 

A/nig N 

625 
915 

1100 
1200 
1630 
1960 

Enrichissement 
par rapport B la 

susp. brute 

I ,46 
1,76 
1,92 
2,6 
3,1 

Cristallisation et recristallisation de l’ennxyrne. Une solution conte- 
nant env. 7 %  de protdines, ajustde h pH 7,2 est laissde a froid, 8. 
pression ordinaire, en presence de silicagel. La cristallisation com- 
mence aprks 24 h. env. et aprks 48 h., 70 B 80% de I’activitd se trouvent 
dans le matBrie1 cristallin. Les cristaux sont laves 3 fois de suite avec 
une solution demi-satur6e en SA, et le culot obtenu apres la dernikre 
centrifugation, redissous dans le minimum d’eau, est recristallisb 
comme d6crit ci-dessus. 

Fig. 2. 
Cristaux d’a amylase d’ilspergillus oryzae. 

(Grossissement 250 x ) 
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Aprhs 3 cristallisations successives, le degr6 de puretd des eaux 
mkres atteint pratiquement celui des cristaux, confirmant clue le pro- 
ciuit cristnllisk est bien l’a-amylase. 

Tableau 11. 

OpCration I d~enzynle Degre de puretk A/mg N 
cristallish t Cristaux I Eaux meres I Ire cristallisatioii . : . I ~ ! ! 1 1 B;: I i60: I Ire reeristallisation 

2e reeristallisation . 2400 2390 

Electrophodse. Le produit cristallis6 ne donne qu’un seul compo- 
sant a l’dlectrophorkse, examine entre pH 4,6 et 8,7 (fig. 3). Mais 
d’aprks ce qui a 6t6 dit plus haut, cette mdthode d’analyse ne peut 
servjr de preuve h la puret6 de notre enzyme. 

e E E d  

rising --f t -- descending 
Fig. 3. 

Diagramme Blectrophorktique (Philpot Svenson). 
Tampon de Hichaelis, pH 4,6; p = 0,l. 
Temperature 4,0°. Durhe: 120 min. L 0,176 V/cm. 

Absence de rnaltase et de ,!?-amylase. L’enzyme cristallisd est d6- 
pourvu de toute action maltasique. Lzciss6 12 heures a 20° en contact 
avee une solution de maltose lyo, pH 4,7, nous n’avons pu constater 
aucune augmentation du pouvoir rdducteur. 

Nous avons compare le rapport du pouvoir saccharogkne/pouvoir 
dextrinoghne de notre amylase pure avec celui de l’cc-amylase de salive 
cristallisde. Ce rapport &ant le m6me pour les deux enzymes, nous 
en avons conclu que notre produit est d6pourvu de ,!?-amylase. Enfin 
aucun autre enzyme agissant sup l’amidon n’a pu &re ddcel6. 

Par tie e xp Cr im e n t a1 e. 
Purification de I‘m-am ylase d’dspergillus oryzae. 

Eau: distillee sur BaO avec refrigerant en Btain. 
Acdtone: redistillke sur permanganate e t  carbonate de sodium, 98%. Sauf indication 

speciale, toutes les op&utions s’effectuent au dessous de 50, sauf les fractionnements au 
sulfate d’ammonium (SA) en presence de NaCl qui ont lieu entre 15 e t  200. Im prdcipi- 
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tations fractionnkes se font dans un bain de glace fondante e t  sous bonne agitation; celle-ci 
est continuee pendant au moins 10 min. apr&s adjonction de l’agent pr6cipitant. 

Les centrifugations se font 8. 3000 t/min. 8. Oo sauf indication sp6ciale. 
Produit de dipart: aClarase 900 concentratednl). C’est m e  poudre beige clair con- 

tenant environ 20% d‘humidite, 20 L 30% de cendres e t  passablement de lactose. Activit6 
(M + @-amylatique) 1800 mg maltosc/g ; sucres rhducteurs (hvalubs en maltose) 405 mg/g; 
mote (Kjeldahl) 28,85 mg/g; A/mg N = 625. 

60 g de clarase sont suspendus dans 360 em3 d’eau distillhe et  laisski & froid sous 
faible agitation pendant 12 h.; le p H  s’btablit entre 6,0 et  6,3. 

Stade I :  La suspension brute est centrifugbe 15 min. Le culot est rejet6 et la solution 
brun-noir surnageante est portbe & 400 ern3. Activiti: (cc+ P-am.ylatique) 3000 L 4000 mg 
maltose/cm3; A total env. 1400000; N 3,5 8. 4,5 mg/cm3. 

Stade 11: A la solution precedente contenant environ 2,5”6 de protgines, on ajoute 
d’un seul coup 225 g de SA (0,8 sat)2). On agite pendant 3 h. puis filtre sur Filter Cel. Le 
prbcipiti: est lave 3 fois de suite par env. 150 em3 d’une solution de SAS (SA saturi?) A 
p H  6,O. Le culot est repris par de l’eau distilEe, on Blimine le Filter-Cel par filtration et 
porte le filtrat 8. 200 em3 en ejustant le p H  8. 6,O par quelques gouttes d‘ammoniaque. 
Activite 4500 mg maltose/cm3: N 4,05 mg/cm3; protbines 2,5% ; sucres rbducteurs totaux 
apr& hydrolyse: moins de 1 yo. 

Stade III: 200 em3 de la solution precbdente sont additionn6s de 140 em3 d’ac6tone 
(40%), puis centrifuges 10 min. Le culot est rejete e t  l’on rajoute i la liqueur 200 om3 
d’eau distillee afin de diminuer la concentration des proteines e t  celle du SA provenant 
du fractionnement precedent. On ajoute alors 400 om3 d’achtone (58:/,) pais centrifuge 
pendant 10 min. La solution surnageante est rejetbe et  le d o t  dissous dans 100 em3 d’une 
solution 0,75 sat. en NaCI, pH 7,2. Activite 6800 mg maltose/cm3; N 5,7 mg/cm3. 

Stade I V :  La solution du stade I11 est additionnee 8. temperature ordinaire de 120cm3 
d’une solution de SAS, pH 7,2 (0,54 sat.). Le pH baisse au cours de l’op8ration e t  on le 
maintient B 7,2 par quelques gouttes d’ammoniaque 2-n. On agite encore 20 min. e t  cen- 
trifuge 20 min. 8. 20000 8. temperature ordinaire. Le culot brun fonce est rejetb. 
La solution surnageante (env. 200 em3) eat precipitee 8. froid par 1 volume d’une solution 
de SAS (0,72 sat.) puis centrifugbe 8. froid pendant 20 min. L 20000 t/min. Le culot est 
dissous dans 85 em3 d’eau distillee auxquels on ajoute 1 volume d‘une solution satur6e 
en NaCl. On ajuste le pH 8. 7,2.  Activite 3430 mg maltose/cm3; N 2,11 mg/cm3. 

Sfade V :  Les 170 em3 de la solution precedente (demi-satur6e en NaCl) sont refrac- 
tionn6s comme indiqu6 au stade IV, mais cette fois entre 0,41 et  0,71 sat. en S h .  Le pr6- 
cipite obtenu 8. 0,71 sat. est centrifuge 15 min. 8. 40000 t/min. 

Cristallisation e t  reeristallisation. Le culot extremement tass6 qu’on obtient 8. la 
dernibre centrifugation est dissous dans le minimum d’eau et  cette solution, contenant 
env. 7% de proteines, est ajustee 8. p H  7,2 par quelques gouttes d’ammoniaque 2 4 .  Elle 
est coneentree sur silicagel, 8. froid et  B pression ordinaire. Apr&s 24 h., env. 70 L 80% de 
l’activitb se trouvent dans le materiel cristallin. Les cristaux sont alors centrifuges, laves 
3 fois de suite par une solution demi-saturbe en SA de p H  7,2, et  le culot obtenu par m e  
dernihre centrifugation 8.40000 t/min. est redissous dans le minimum d’eau. Cette solution 
est recristallisee comme deerit ci-dessus. 

Nous exprimons B M. le Professeur Kurt H .  Meyer notre vive reconnaissance pour 

Nous remeroions aussi le Fonds pour l’encouragement des reeherches scientifiques ainsi 
ses conseils e t  l’int6r6t qu’il a temoigne 8. ce travail. 

que la Rockefeller Foundation pour l’aide qu’ils nous ont accordbe. 

l) Takamine Lab. Inc., Clifton, N. J., USA. 
2) Les chiffres entre parenth8ses indiquent les teneurs finales en agents &&pitants. 
3) e Spinco Model L preparative Ultracentrifuger Belmont, Calif., (USA.). 
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RESUM& 

La purification et la cristallisation de l’a-amylase d’iispergillus 
oryzae partir d’une poudre seche sont ddcrites. Aprh  un enrichisse- 
ment d’environ 4 fois, l’on obtient, a partir de 60 g de produit brut, 
800 mg d’enzyme cristallisk. Apres trois recristallisations successives, 
le degr6 de puretd des eaux-meres atteint pratiquement celui du pro- 
duit cristallisd. L’dlectrophorese a diffdrents pH montre qu’il s’agit 
d’une substance parfaitement homogene. Les cristaux doivent donc 
&re considdr6s comme de l’a-amylase pure d’Aspergillus oryzae. 

Laboratoires de chimie inorganique et organique 
de l’Universit6 de Geneve. 

240. Propriktk de I’a-amylase d’Aspergillus oryzae cristalliske. 
Sur les enzymes amylolytiques XIXl) 

par Ed. H. Fischer et R. de Montrnollin. 
(14 VIII 51)  

Dans la communication prkcddente nous ddcrivons la purification 
et la cristallisation de l’a-amylase d’iispergillus oryzae. Nous rappor- 
tons ici les propriBtBs de l’enzyme cristallisi.,, qui sont, en fin de ce 
travail, comparees B celles des autres a-amylases obtenues a 1’6tat pur. 

Nature prote‘ique. L’a-amylase d’aspergillus oryzae ( A.O.) pure 
prdsente les reactions typiques des protdines. Elle reagit au biuret 
et a la ninhydrine. Elle est coagulee B chaud et est irrdversiblement 
dena,turke par l’acide trichloracetique. Elle contient 12’9 yo d’azote 
et moins de 0,03% de phosphore. 

Activite’ en  fonct ion du pH. L’enzynie est actif entre pH 3 , s  et 
7’0 avec un paslier correspondant a I’optimum d’activitd entre pH 5’5 
5’9 (Fig. 1). 

Atabilite’ en fonction du pH.  Les solutions d’a-amylase d’A.0. 
sont un peu moins stables que celles de malt et de B. subtilis. A 20°7 
elles perdent assez rapidement leur activitd au-dessous de pH 5’5 
et au-dessus de 8,.?. A Oo et a pH 7 ,  par contre, les solutions sont 
parfaitement stables (fig. 2). 

Solubilite‘. La! solubilitd de l’enzyme est tres forte dans l’eau, a 
pH ‘7 (env. 10 %). Elle se rapproche donc de celle de l’a-amylase de 
maltz). 

l) Prbcedente comm., Helv. 34, 1987 (1951). 
2, Ed. H .  FisciLer & C. H .  Haselbach, Helv. 34, 325 (1951). 




