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thylgruppen in den Phenolkern des p-(Diiithylaminoacety1amino)- 
phenol-alkylathers aufmerksam gemacht. Dabei konnte beim Di- 
athylaminoacetylamino-xylol-alkylgther, d. h. der Kombination der 
Strukturen des Xylocains und des Phenacetins, eine stark erhohte 
lokalaniisthetische Wirksamkeit beobachtet werden. 
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31. Dosage de produits d’hydrolyse enzymatique de I’amidon 
par fermentation. 

Recherches sur I’amidon 49 
par Kurt H. Meyer e t  W. F. Gonon. 

(21 XI1 50) 

On sait que l’a-amylase degrade l’amidon d’abord en dextrines 
de poids moleculaire eleve, qui a leur tour sont scindees en glucose, 
maltose et oligosaccharides non ddgradables l-’). 

Pour determiner ces produits aux divers stades de la degradation 
enzymatique, on utilise de preference une mkthode biochimique. 
flomogyi4), puis Heyer  & BernfeZd6) ont rkussi a fermenter selective- 
ment par la levure de boulangerie, le glucose en milieu alcalin, et le 
glucose + le maltose en milieu neutre. Depuis, nous n’avons plus 
reussi a obtenir des levures de boulangerie presentant ces m h e s  pro- 
pridtes. I1 y avait toujours, quelles que fussent les conditions utilisees, 
attaque simultanee des dextrines. ~ ~ ~ ~ ~ c ~ ~ )  a observe ce m4me 
phenombne avec la levure de boulangerie suedoise qu’il a employke. 

Pour pallier cet inconvenient, nous avons cherche d’autres le- 
vures possedant une fermentation spdcifique. La determination bio- 

l) E .  Ohlsson, Z. Physiol. Ch. 189, 17 (1930); C. r. trav. lab. Carlsberg 16, NO 7 
(1926). 

2) C .  S. Hunes, Can. J. Res. 13 (B), 185 (1935). 
3, M .  Sumec & M .  Blinz, Koll. ch. Beih. 49, 75 (1939). 
4, M .  Somogyi, J. Biol. Chem. 134, 301 (1940). 
6,  K. Myrbuck, Bioch. Z .  307, 132 (1941). 
6 ,  K. H. Meyer & P. Bernfeld, Helv. 24, 359 E (1941). 
’) F. Smits wan Wuesberge, these Delft 1941. 
8, K. Myrbuck, Bioch. Z. 304, 147 (1940); K. Myrback & E.  Leissner, Arkiv Kern, 

Mineral. Geol. 17 A, No 18 (1943). 
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chimique des sucres, a l’aide de levures spbcifiques, a 6tB dBcrite pour 
la premiere fois par KZuyverl). Un de ses collaborateurs, Hrnits van 
Waesberge2), a Btudie syst6matiquement l’action de differentes espbces 
sur un mdlange de sucres. I1 trouva que le Zygosaccharomyces marxia- 
nus fermente uniquement le glucose et que le Saccharomyces uvarum 
(Beijerinck) fermente le glucose + le maltose. 

Sur le conseil de M. EZuyver, nous avons remplace le Zygosac- 
charomyces marxianus par Candida monosa = Torula monosa (Kluy- 
ver, Diddens et Lodder).  Nos essais ont montrd que Candida monosa 
fermente en effet uniquement le glucose, mais que par contre Saccha- 
romyces uvarum attaque aussi les dextrines. 

Nous avons alors B t B  contraints de rechercher une autre espece 
de levure ne fermentant que le glucose + le maltose, et selon le con- 
seil de M. Kluyver, nous avons essay6 Saccharomyces Chodati3). 
Celui-ci ne fermente effectivement pas les dextrines, thtraoses et 
trioses ; par contre l’isomaltose4) est ferment&, quoique beaucoup plus 
lentement que le maltose. 

Voici le principe de la methode que nous avons utilisdc: 
Sur une premiere prise, on mesure le pouvoir rkducteur total A. 

Sur une deuxieme prise, on Blimine le glucose par fermentation au 
moyen de la levure Candida monosa et mesure ensuite le pouvoir 
rdducteur B representant maltose + dextrines. Sur une troisibme 
prise, on fermente le glucose et le maltose par Saccharomyces Chodati 
et mesure le pouvoir rbducteur C des dextrines. Sur une quatribmt: 
prise, le pouvoir reducteur E est mesurd apres hydrolyse totale B 
l’acide chlorh ydrique. Les pouvoirs rdducteurs du glucose et du mal- 
tose sont alors donnBs respectivement par A-B, et B-C. On en 
calcule les quantitds de glucose et de maltose (exprime sous forme de 
monohydrate) correspondantes. La quantite des dextrines rbsiduelles 
est &ale B la quantite du sucre total obtenu ap rh  l’hydrolyse com- 
plete, moins la quantite de glucose et de maltose. Pour ddterminer 
le degrd de polymerisation des dextrines rdsiduelles, on dose le pouvoir 
rdducteur C avant et apres hydrolyse D. Le rapport entre ces deux 
valeurs indique le degr6 de polymdrisation (voir tableau 11). 

La precision de notre mBthode de fermentation a Btt! contr616e 
au moyen de melanges artificiels de sucres. Les rdsultats ont 6t6 
exacts % & 2% pres (voir tableau I). 

l) A.  J .  Kluyver, Biochem. suikerbepalingen, Leiden (1914). 
2, P. Srnits ean Waesberge, these Delft 1941. 
3, L’Institut de Botanique de l’Universit6 de Geneve (Prof. Chodat) nous a aimable 

4, Nous remercions vivement M. A.  Oeorg d’avoir mis de l’isomaltose L notre dis- 
ment fourni cette levure. 

position. Cf. A.  Oeorg & A .  Pictet, Helv. 9, 612 (1926). 



292 

- 
Pouvoir reducteur 
en mg Cu b partir 
de 10 em3 de soh-  

tion initiale 

Solution initiale . . . . . . .  70,G = A 
Solution initiale fermentee par 

Candidamonosa . . . . . .  49,U = B 
Solution initiale ferment& par 

Saccharomyces Chodati . . .  0,0 = C 
Solution initiale hydrolysee . . 109,U : E 
Glucose : A-B . . . . . . . .  20,s 
Maltose : B-C . . . . . . . .  49,s 
Sucre total: E . . . . . . . .  109,u 

- 
mg sucre 
trouve 

10,2 
47,8 
58,2 

mg sucre 
present 

sucre en mg 
I partir de 
10 em3 de la 

solution 
initiale 

10,o 
48,5 
58,5 
-- 

yo d u  
shCr(:  

total 

Tableau 11. 
Amylose A, de pomme de terre’) degrade b 49% des liaisons glucosidiques par l’a-amylase 

de pancreas de porc cristallishe2). 

6 3  
92,O 
31,2*) 

130,5 

- 

.- 

Solution initiale . . . . . . .  
Solution initiale fermentee par 

Candidamonosa. . . . . . .  
Solution initiale fermentee par 

Solution initiale fermenthe par 
Saccharomyces Chodati e t  

SaccharomycesChodati . . .  

hydrolysee . . . . . . . . .  
Solution initiale hydrolysite . . 
Glucose : A-B . . . . . . . .  
Maltose : B-C . . . . . . . .  
Dextrines . . . . . . . . . .  
Sucre total: E . . . . . . . .  - 

522 
70,5 
24,3 

100,o 

Pouvoir re- 
ducteur en 

mg Cu st 
partir de 

.O ems de la 
solution 
initiale 

126,O = A 

112,l = B 

17,O = C 

50,4 = D 
264,5 = E 

13,9 
95,l 

264,5 

i -  

Degre de 
polymhri- 
sation dee 
dextrines 

D 
C 3,0 = 

*) Calcule par la diffitrence entre sucre total et  (glucose+maltose). 

Par t ie  e xp Br i m e n t ale. 
1. Culture des levures. 

a) En petites quantitek. On suspend 1 kg de levure de boulangerie dans 2 1 d’eau du 
robinet e t  on laisse la suspension dans unc btuve b 50° pendant 24 h. Le melange est alors 
bouilli sous agitation pendant 10 min., refroidi e t  centrifuge 10 min. b 3000 t/min. Le 

l) K.  H .  Meyer & P .  Rathgeb, Helv. 31, 1533 (1948). 
%) K. H. Meyer, Ed. H .  Fischer & P. Bernfeld, Helv. 30, 64 (1947). 



Volumen XXXIV, Fasciculus I (1951) - KO. 31. 293 

culot est extrait une seconde fois par de l’eau bouillante. On obtient environ 3 1 de bouillon 
artificiel. 

50 g de feuilles de gBlatine sont ajoutbs B 500 cm3 de bouillon artificiel e t  fondus au 
bain-marie. On refroidit B 30O e t  ajoute 0,5 g d’albumen ovi. On porte le p H  B 7,5 avec 
quelques gouttes de NaOH 2-n., autoclave pendant 20 min. B 115O, filtre B chaud sur 
papier filtre plisse e t  distribue dans des erlenmeyers de 100 cm3 e t  des Bprouvettes. On y 
ajoute du glucose jusqu’it 5:4, bouche au  coton e t  stbrilise dans l’autoclave & 105O pendant 
20 min. Un autrc milieu kgalement appropri6 s’obtient de mbme manihre, en remplaOant 
les 50 g de gblatine par 10 g d’agar-agar. 

Le milieu solide est ensuite inoculb respectivement par des cultures pures de Candida 
monosa et  de Saccharomyces Chodati, au moyen d’un fil de platine sous des conditions 
stbriles. Les levures dbveloppbes au cours de deux semaines dans 1’6tuve it 30° servent de 
produits standard e t  sont gardbes au froid. 

b) En plus grandes quantitksl). A 400 cm3 d’eau de robinet dans un erlenmeyer de 
11, on ajoute 100 om3 de bouillon artificiel, 40 g de glucose et  4 g de peptone. Le tout 
est stBrilis6 dans un autoclave B 105O pendant 20 min. Apr& refroidissement, le bouillon 
est inocule au moyen d’un fil de platine sous des conditions absolument stbriles. On place 
B 30° e t  fait barboter environ 100 1 par heure d‘air purifib par le glycBrol. On obtient 
20 B 30 g de levure en suspension apres GO h. On centrifuge, dbcante, lave 5 fois avec de 
l’eau distillee pour Bliniiner le glucose et  suspend la levure dans 200 cm3 d’eau. Chumidit6 
de la levure centrifugee est determinee d’aprks une mBthode decrite antbrieurementz). 
Elle se monte en moyenne, pour les deux esphces de levures, B 35% d’eau libre. 

2.  De‘termination des sucres. 
a) Dosage du glucose: 10 cm3 de suspension de Candida monosa sont centrifuges dans 

un tube tar6 pendant 10 min. On dkcante l’eau e t  on pkse la levnre en pate (cnviron 1 g). 
On ajoute 4 om3 d’une solution de NaOOC-CH,+ 3 H,O 0,2-n. qui porte le p H  B G,4, e t  
10 cm3 d’une solution contenant les sucres dont le pouvoir reducteur a itte dose selon 
Bertrand dans une prise aliquote (10 om3). Cette prise ne doit pas contenir plus de 50 mg 
de glucose. On laisse fermenter pendant 4 h. sous lente agitation B 35O, centrifuge 10 min. 
8, 3000 t/min., filtre e t  dose le glucose, selon Bertrand, sur 10 cm3. On deduit ce pouvoir 
reducteur, corrige B cause de Ia dilution (35% de l’eau libre dans la levure), du pouvoir 
reducteur total de la solution non ferrnentke. La diffbrence entre les deux valeurs donne le 
pouvoir reducteur qui correspond au glucose prBsent. 

b) Dosage du glucose+ maltose. 20 cm3 de suspension de Saccharomyces Chodati sont 
centrifuges e t  dBcantbs. A la levure en pate (2 g )  on ajoute 4 cm3 d’une solution 
NaOOC-CH,+ 3H,O 0,2-n. e t  10 om3 d’une solution, contenant au maximum 50 mg de 
glucose et  100 mg de maltose. Aprbs 20 h. de fermentation 8ous lente agitation B 35O, on 
centrifuge, filtre, e t  determine le pouvoir reducteur selon Bertrand. En dBduisant ce dernier 
du pouvoir rbducteur total, on obtient la quantite de glucose+ maltose. 

c) Dosage des dextrines rksiduelles et ddtermination de leur degrd de polymdrisation. 
Une prise de 10 om3 est soumise B l’hydrolyse par l’acide chlorhydrique 2-n. A reflux 
pendant 1 h. Son pouvoir rbducteur correspond au sucre total exprime en glucose. On 
soustrait donc de la quantite totale de sucre les valeurs de glucose+ maltose pour obtenir 
la quantit6 des dextrines residuellcs. 

Pour determiner le degri: de polymbrisation, on fermente par Saccharomyces Chodati 
e t  dose le pouvoir rbducteur avant e t  aprhs l’hydrolyse par l‘acide chlorhydrique 2-n. B 
reflux pendant 1 h. Le rapport entre les deux pouvoirs rbducteurs indique le degrb de 
polymerisation des dextrines rhsiduelles. 

l) Nous remercions vivement M. le Prof. Kluyver d‘avoir bien voulu nous donner 

,) K.  H .  Meyer & P. Bernfeld, Helv. 24, 359 E (1941). 
ces indications. 
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3.  Fermentation de l’isomaltose. 

Trois solutions de 10 cm3 contenant, la premiere 30 mg de maltose, la seconde 30 mg 
d’isomaltose e t  la troisieme un melange de 15 mg de maltose+15 mg d‘isomaltose, sont 
fermentees dans les conditions standard pendant 10 h. par 2 g de Saccharomyces Chodati. 

Apr&s fermentation, le pouvoir reducteur de la premiere solution est nul, celui de la 
deuxieme correspond B 20 mg de sucre e t  celui de 1% troisidme Bquivaut A, 10,5 mg seule- 
ment. L’isomaltose n’est donc ferrnente qu’8 30% par le Saccharomyces Chodati. 

RIZSUMES. 
Le glucose, le maltose et les dextrines rbsiduelles, produits lors 

de la degradation a-amylatique de l’amidon, sont doses par l’emploi 
de levures specifiques. 

Candida monosa fermente uniquement le glucose tandis que 
Saccharomyces Chodati fermente le glucose et le maltose. L’isomal- 
tose est attaque beaucoup plus lentement alors que le maltotriose et 
les oligosaecharides ne sont pas attaques du tout. 

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

32. La d6gradation de l’amylose par les a-amylases. 
Recherches sur l’amidon 50 

par Kurt H. Meyer et W. F. Gonon. 
(21 XI1 50) 

La degradation enzymatique de l’amidon par les diastases, reac- 
tion importante tant du point de vue industriel clue biologique, a fait 
l’objet de nombreuses ktudes. Cependant, lea auteurs n’ont en general 
pas tenu compte de la complexit6 de cette reaction. 

En effet, l’amidon est un mBlange de deux polysaccharides, l’amy- 
lose et l’amylopectine, qui sont attaques de manikre differente par 
les enzymes. D’autre part, les extraits de malt qui ont B t B  generale- 
ment employ& contiennent plusieurs enzymes differents. 

I1 nous a donc paru interessant d’etudier l’action d’enzymes purs 
(si possible cristallises) sur l’amylopectine pure ou l’amylose pur. 
C’est dans ce but que nous avions BtudiB, il y a quelques annees, la 
degradation de l’amylose par l’cr-amylase de malt l ) .  

Nous avions pu distinguer deux reactions de vitesse nettement 
diffkrente. D’abord une reaction primaire rapide qui aboutit a la scis- 
sion de 40 a 45 % des liaisons glucosidiques de l’amylose. Pendant cette 
rkaction, l’enzyme scinde des liaisons glucosidiques quelconques des 

l) K.  H .  Neyer & P .  Bernfeld, Helv. 24, 359 E (1941). 




