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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). 
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chaPnes d’amylose donnant ainsi des chahes d’amylose plus courtes, 
puis des oligosaccharides, puis enfin du maltotriose et du maltose. 
Cette premiere reaction est suivie d’une reaction beaucoup plus lente, 
au cours de laquelle le maltotriose est scinde en glucose et en maltose. 

Cependant, selon les conditions de l’essai, le degre de degradation 
de l’amylose peut varier fortement. Celui-ci subit le phenomene du 
(( vieillissement )) l) au cours duquel ses molecules s’agglombrent en 
associations micellaires et finalement en submicrons qui resistent B 
l’action de l’amylase. 

Comme Bernfeld & #tuder-Pecha2) l’ont montre, le vieillissement 
depend non seulement de la preparation d’amylose utilisee, mais aussi 
de la concentration de l’enzyme. A de faibles concentrations d’en- 
zyme la partie de l’amylose qui n’est pas liee a l’enzyme forme des 
submicrons et est alors soustraite B, l’action enzymatique. Le degrd 
de scission en fonction du temps atteindra ainsi un palier qui, en &a- 
lite, ne correspond pas B la fin de la rdaction. Pour faire repartir celle- 
ci, il suffit de rendre la solution alcaline ce qui detruit les submicrons et, 
aprbs neutralisation, d’ajouter une nouvelle portion d’enzyme. Ce 
((rajeunissement)) peut &re repet6 chaque fois que l’on atteint un 
nouveau palier par suite du vieillissement, ce qui permet ainsi en 
plusieurs Btapes d’atteindre la fin de la reaction. Par contre, & une 
forte concentration d’enzyme, l’amylose est degrade si rapidement 
qu’il n’a pas le temps de former des submicrons et d’echapper ainsi 
a l’action de l’enzyme. On obtient alors en une seule fois un palier 
correspondent a une scission de 40 a 45% des liaisons glucosidiques. 

Plusieurs travaux recents de Nyyrbuck et collaborate~rs~), se re- 
portant a la degradation de l’amidon par les cr-amylases, sont en con- 
tradiction avec, ce schBma de reaction. Remarquons tout de suite que 
Hyrbiick neglige complbtement Ze phenombne du vieillissement qui 
se produit non seulement avec l’amylose, comme nous venons de le 
rappeler, mais Bgalement avec l’amylopectine et par consequent avec 
l’amidon qu’il emploie dans ses etudes. N y y r b & ~ k ~ ) ~ )  affirme en outre 
que les a-amylases animales produisent seulement du maltose et que 
le glucose trouve dans les produits de scission est dii a l’action d’une 
maltase presente comme impurete dans ces amylases. D’aprBs lui, 
seule l’cr-amylase de malt donnerait par elle-mhme du glucose parmi 
les produits de scission. 

l) 0. E .  Starnberg & G .  H .  Bailey, Cereal Chem. 16, 330 (1939); R. H .  Hopkins, 
E .  G. Stopher & D .  E.  Dolby, J. Inst. Brewing 46,426 (1940); R. H .  Hopkins, D .  E .  Dolby 
& E.  a. Stopher, J. Inst. Brewing 48, 174 (1942). 

2,  P .  Bernfeld & H .  Studer-Pecha, Helv. 30, 1895 (1947). 
I<. Myrback & W. Thorsell, Svensk Kem. Tidsk. 54, 50 (1942); L. C. S&h & 

K .  Myrback, Svensk Kem. Tidsk. 56, 142 (1944); K. Myrbuck, Arkiv Kern. Mineral. Geol. 
26A, Nr. 7 (1948); Advances in Carbohydrate Chern. 3, 251 (1948). 

4, K .  Myrback, B. drtenblad & W .  Thorsell, Bioch. Z. 316, 424 (1944). 
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Nous avons donc entrepris des recherches sur la degradation de 
l’amylose par diffdrentes cr-amylases purifiees (l’cr-amylase de pancreas 
de porc cristallisde et l’cr-amylase de malt cristallisde ou, dans certains 
essais, seulement hautement purifide). 

1. Imfluemce du vieillissement. 
Afin d’dtudier plus a fond l’influence du phenombne du vieillisse- 

ment sur la rdaction, nous avons fait des recherches sur deux amy- 
loses de poids moldculaire different: amylose A, de pomme de terre 
et amylose A, de mal3I). Les poids moleculaires respactifs determinds 
d’aprks la mdthode rdductometrique dtaient : 11 500 et 40 000 (corres- 
pondant B des degrds de polymdrisation de 72 et de 250)2). 

Nous avions constate, il y a bien des anndes, que les solutions 
renfermant des fractions de poids moldculaire dleve, vieillissaient et 
prdcipitaient plus rapidement que celles de poids moleculaire plus 
bas3). On devait donc s’attendre B ce que les deux amyloses vieillissant 
B des vitesses diffdrentes, fussent attaquds differemment par les amy- 
lases. Nous avons pu montrer effectivement que le degre d’hydrolyse 
obtenu lorsque la reaction atteint le premier palier, depend du poids 
moldculaire de l’amylose employd. Pour des concentrations d’enzyme 
identiques, on atteint un palier inferieur avec l’amylose de poids 
moldculaire 40 000 qu’avec l’amylose de poids moldculaire 11 500 (voir 
fig. 1, 2 ,  3 et 4). 

‘10 de liaisons 
scindees 

- 
10 20 30 

Fig. 1. 
Degradation de l’amylose de pomme de terre 
d’un d.p. (degr6 de polym6risation) de 72 

par l’or-amylase de pancreas de porc cristallisee. 
[0,3] e t  [0,6] concentrations en enzyme (voir partie exp. 3 2), 
t = ra jeunissement. 

l) Nous d6finissons par A, les fractions obtenues par extraction aqueuse des grains 
gonflks mais non 6clatBs. 

2, K.  H .  Meyer 13 P .  Rathgeb, Helv. 31, 1533 (1948); K. H. Meyer, P. Bernfeld, 
P. Giirtler & G. Noelting, Helv. 31, 108 (1948). 

3, K. H. Meyer, P .  Bernfeld & E .  Wolff, Helv. 23,854 (1940); K. H. Meyer, P. Bern- 
fe ld  d J .  Press, Helv. 23, 1465 (1940). 
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Fig. 2. 
Degradation par l’a-amylase de pancreas de porc de 

--c l’amylose de pomme de terre (degr6 de polym6risation 72), 
-3 l’amylose de maIs (degr6 de polym6risation 250), 
[3] concentration d’enzyme. 

‘10 de liaisons 
scindees 
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Fig. 3. 
DBgradation par l’a-amylase de pancrkas de porc de 

+- I’amylose de pomme de terre (d.p. 72), 
-0- I’amylose de mays (d.p. 250), 
[3] concentration d’enzyme, 
f- = rajeunissement. 

Nos essais avec I’a-amylase de pancreas de porc et celle de malt, 
ont en outre confirm6 nos constatations anterieures obtenues avec 
les m6mes amylases et I’amylase de bactdrie, sup I’effet de la coneen- 
tration d’enzyme sur la hauteur du palierl). I1 nous semble done que 
ces r6sultats montrent d’une manikre definitive I’influence du vieillisse- 
ment du substrat sur le cours de la rdaction. 

l) P. Bernfeld & H. Studer-Pecha, Helv. 30, 1895 (1947). 



298 HELVETICA CHIMICA ACTA. 
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Fig. 4. 
DBgradation par l’cr-amylase de malt de 

-t. l’amylose de p m m e  de terre (d.p. 72), - l’amylose de rnafs (d.p. 250), 
[15] concentration d‘enzyme. 

2 .  L’affinitt? de l ’enxyme pour le substratum. 
Cependant le vieillissement et la concentration de l’enzyme ne 

sont pas les seuls facteurs qui influencent le cours de la degradation. 
I1 y en a d’autres encore: l’affinite de l’enzyme pour les dextrines et 
oligosaccharides d6crolt en mkme temps que le poids mol6culaire 
du substrat. 

2Myrbiick1) et Hopkins 2, ont montrd que l’affinitd de l’a-amylase 
de malt pour les dextrines ne donnant plus de coloration avec l’iode, 
est de beaucoup infdrieure son affinite pour l’amidon. Nyrb&ck3) 
pense que cette difference est moins marquee en ce qui concerne les 
autres amylases. Mais il ne semble pas que des mesures comparatives 
de l’a,ffinite des amylases pour l’amylose et les dextrines lindaires 
provenant de celui-ci aient 6t6 effectu6es. 

Nous avons trouvd que la vitesse initiale de ddgradation de l’amy- 
lose de pomme de terre d’un degre de polymdristttion de 72, par l’amy- 
lase de pancreas, est une centaine de fois plus grande que celle d’une 
dextrine lineaire d’un degre de polymerisation de 12. Ces vitesses 
sont fortement influenckes par la concentration de l’enzyme, ce qui 
prouve que les differences observees doivent &re attribuees B, des 
differences d’affinite. 

L’kcart entre la vitesse d’hydrolyse de cet amylose et de ce dod6- 
casaccharide est encore beaucoup plus grand pour l’amylase de malt. 
Les courbes de ddgradation de l’amylose par l’a-amylase de pancreas 

l) K.  Myrback & N .  0. Johansson, Arkiv kern. Mineral. Geol. 20A, Nr. 6 (1945); 
L. G .  Sill& & K. Myrback, Svensk Kern. Tidsk. 56,142 (1944); K. Myrback & E. Sihlbm,  
Arkiv Kem. I ,  Nr. 1 (1949). 

2, R. H .  Hopkins, Advances in Enzym. 6, 389 (1946). 
3, K. Myrbdck, Advances in Carbohydrate Chem. 3, 251 (1948). 
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et de malt, sont representees dans les fig. 2 et 4. Les chiffres [3] et 
[15] representent les concentrations d’enzyme utilisees, et signifient 
que la degradation initiale de l’amidon de ZuZkowski ou de l’amylose 
est cinq fois plus rapide par la quantite d’a-amylase de malt mise en 
jeu que par celle d’amylase de pancreas. Comme le montre la com- 
paraison des fig. 2 et 4, ce rapport change trks rapidement au cours 
de la reaction. Effectivement, lorsque 40 % des liaisons glucosidiques 
sont hydrolysees (correspondant B un degre de polymerisation de 12  
environ), la vitesse de degradation de ces dextrines par l’a-amylase 
de malt est environ dix fois plus petite que par l’a-amylase de 
pancreas. 

La difference de l’affinitd de l’amylase de malt pour l’amylose et le 
dodecasaccharide lineaire est donc extrbmement importante. La dB- 
gradation a-amylatique se distingue d8s lors nettement de l’hydrolyse 
acide des polysaccharides oh toutes les liaisons glucosidiques sont 
attaquees avec la mbme probabilite, quel que soit le degre de poly- 
merisation de la mol6cule dans laquelle elles se trouvent. 

Pour cette sorte de dkgradation, Kuhnl) a developpe une thdorie 
quantitative. Elle s’applique toutefois uniquement au debut de la 
degradation enzymatique, mais elle n’est plus valable pour la suite 
de la sBaction, car la difference d’affinit6 prdcitee aura l’effet suivant : 
la probabilite de scission des liaisons dans une molecule d’amylose 
ou dans un fragment de poids molBculaire eleve est plus grande que 
la probabilite de scission des liaisons dans une molecule de dextrine. 
A tout moment de la degradation, le p. m. reel des chahons se rap- 
prochera done plus du p. m. moyen que si la probabilite de scission 
des liaisons glucosidique Btait independante du p. m. du chafnon qui 
la contient. Autrement dit, cette difference d’affinitd provoquera une 
homogendite plus grande des produits de la degradation a-amylatique 
que des produits de la ddgradation par un acide. D’autre part, la 
vitesse de degradation, exprimee en proportion de liaisons scindkes 
par unite de temps, ira en diminuant au fur et It mesure que la dB- 
gradation sera plus avancee. Ce ralentissement pourra faire croire a 
un palier avant la fin de la reaction. Myrbuck a d8jB donne la m6me 
explication au phenomkne analogue observe sur l’amidon. 

Lorsqu’on se trouve en presence d’un tr8s gros excks d’enzyme 
l e  telle sorte que le ou plut6t les substrats soient satures, la courbe 
devient celle d’une reaction monomol6culaire. L’bcart entre la vitesse 
de degradation des polysaccharides et des dextrines tendra It dispa- 
raitre, le palier n’apparaftra qu’B la fin de la rbaction, et la compo- 
sition du melange se rapprochera de celle prPivue par la thborie de 
Kuhnl). Toutes ces considbrations sont Bgalement valables pour la 
degradation de l’amylopectine. 

I )  W. Kuhn, B. 63, 1503 (1930). 
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Inhibiteur 

sans 
maltose 
maltose 
maltose 

3.  L’innhibition par le maltose. 

Un autre facteur important est l’inhibition de l’action amylo- 
lytique par le maltose. D’aprBs la theorie actuellement accepthe, on 
distingue deux cas priilcipaux limites d’inhibitionl) : l’inhibition non 
competitive et l’inhibit,ion competitive. Dans le premier cas, l’inhibi- 
teur reagit reversiblement avec l’enzyme pour former un compose 
d’addition inactif : 

Concen- 
tration 

d’inhibi- 
teur en 

mg/20 em3 

- 
8 

16 
32 

(Eo- El) (Io- EI) 
EI 

~ _____ - Ki,  

7-6 
6-5 
5 
4 

o h  E, et I, sont les concentrations initiales d’enzyme et d’inhibiteur, 
et EI la concentration du complexe inactif. Le substrat n’a aucune 
influence sur la formation du complexe inactif; on en conclut que le 
substrat et l’inhibiteur se fixent 8 des groupes differents de I’enzyme. 
L’action de l’inhibiteur a dam ce cas le m6me effet qu’une diminution 
de la concentration de l’enzyme: 

8,6 9 11,3 
7 8  9-8 10,4 
7,3 7 9,o 
6 3  6-5 7 3  

o h  v est la vitesse d’hydrolyse en absence et vi en presence d’inhibiteur. 
De (1) et (2) on peut deduire par simple transformation algebrique : 

11-10 
10 
9 
8 

Quoique (a concentration d’enzyme &gale) v et vi dependent de S 
(la concentration du substrat) et de I,, le rapport v / v ~  sera independant 
de S et uniquement dependant de Io. 

Dans le cas de l’inhibition compbtitive oil I’inhibiteur se fixe d’une 
fapon reversible au m6me groupe de l’enzyme que le substratum, la 
valeur do ce quotient vjvi depend tlussi bien de S que de I,. 

Tableau I. 
Inhibition de la dkgradation dc l’amylose (d.p. 72) .  

13,6 
12,3 
11,3 
9,5 

Concentration d’amylose en I 

40 I 20 

apres 8 min. I aprbs 4 min. 
I- I 

NO de 1 % des 1 Node 1 % des 
1,6chelle liaisons liaisons 

scindkes scindiies 

4/20 om3 

10 

sprhs 2 min. 

1,6chelle N o d e  j s:n:;:s liaisons 

1) E. R. Ebersole, C. Cuitentag c t  P. W.  Wilson, Arch. Biochem. 3, 399 (1944). 
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Schwimmerl) a fait l’importante observation que le maltose est 
un inhibiteur noii competitif de l’cc-amylase de malt. Nous arrivons au 
m6me rdsultat pour l’cc-amylase de pancreas de pore7 comme le mont’re 
le tableau I et la fig. 5,  oh les valeurs v/vi sont portdes en fonction 
de I et de S. 

1 Duree de I reaction en min. 

-. cm3J 

Fig. 5. 
Comparaison des vitesses d’hydrolyses non inhibees (v) e t  inhibees (vi) & differentes con- 

centrations d’inhibiteur I ct  de substrat: 
40 nig d’amylose (d.p. 72)/20 om3, 
20 mg d’amylose (d.p. 72),’20 cm3, 

0 10 mg d’amylose (d.p. 72)/20 om3. 

La nature non comphtitive de l’inhibition par le maltose est aussi 
mise en hvidence par le fait que le rapport V/VI (a concentrations 
d’enzyme et inhibiteur Bgales) est le mbme pour l’amylose et pour 
des oligosaccharides de poids moleculeire beaucoup plus faible (voir 
tableau 11). 

Tableau 11. 
Inhibition de la degradation d’une dextrine (d.p. 12). 

Concentration 
de la dextrine 
en mg/20 01113 sans inhibiteur 

inhibiteur 
32 mg de 

maltose/20 em3 

595 
1;;; I 10,5 
21,2 16,5 

Ni la nature, ni la concentration du substratum n’influencent 
donc l’inhibition relative de l’enzyme par le maltose: celui-ci doit 
donc se fixer B une autre place de l’enzyme que le substrat. Ce resultat 
peut expliquer le phdnomkne curieux que le maltose est complbtement 
rdfractaire B l’action hydrolytique des amylases. On peut admettre que, 
dans le compose enzyme-substratum, la liaison glucosidique est rendue 
labile par l’arrangement atomique de ce complexe; or, si le maltose 
se fixe d’une autre fagon que l’amylose B l’enzyme, le complexe ainsi 
forme aura d’autres propri6tes et le groupe glucosidique restera stable. 

1) S. Schwimmer, J. Biol. Chem. 186, 181 (1950). 
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Tout ce qui precede explique aussi le resultat absolument d g a -  
tif des essais de synthese d’oligosaccharides au moyen d’amylases. 
I1 est connu qu’une solution aqueuse concentrde de glucose donne 
avec des catalyseurs specifiques (maltase) l) et non specifiques (H’), 
des produits dits de ((reversion)); ce sont des produits de condensation 
entre un groupe rkducteur et un groupe hydroxyle d’une autre mold- 
cule de glucose. On devrait donc s’attendre a ce que le maltose donne 
aussi des produits de reversion - oligosaccharides - si on l’expose en 
solution coneentree h l’action d’une amylase. L’essai a montr6 que 
mbme 5t des concentrations tres Blevees d’enzyme, aucune trace d’un 
oligosaccharide n’est formde m&me apres plusieurs semaines. Comme 
il ne peut s’agir d’une question d’equilibre, nous attribuons ce resultat 
a l’inhibition pratiquement complete do l’a-amylase par le maltose. 

I1 ressort de tout ce qui precede que la degradation est ralentie 
par trois phenomenes differents qui se superposent : le vieillissement, 
la diminution de l’affinite au cours de l’hydrolyse et enfin l’inhibition 
par le maltose. L’action de tous ces facteurs peut &re supprimke par 
un grand exces d’enzyme, mais seul le premier est influence par le 
rajeunissement. Le vieillissement, en soustrayant les gros trongons 
associes en micelles a l’attaque enzymatique, rend le melange r6ac- 
tionnel tres inhomogene; la diminution de l’affinite par contre tend 

Dans le cas de l’amylose, le phenomene du vieillissement est le 
plus important; ceci ressort deja des courbes publiees par Bernfeld &: 
flStuder-Pecha2). Dans le cas de l’amylopectine par contre, l’effet de la 
diminution d’affinit6 predomine, comme nous allons le voir dans le 
travail suivant. 

4. L e s  produits d’hydrolyse u-amylolytiqge. 
Comme nous l’avons vu dans les chapitres precedents, la compo- 

sition du melange se rapprochera de la repartition de Kuhn3), aux tres 
fortes concentrations d’enzyme; au contraire, a de tres faibles con- 
centrations, on obtient un melange homogene. Vu la difficult6 d’ex- 
pdrimentation de ces cas extrbmes, nous nous sommes places a des 
concentrations moyennes d’utilisation pratique. 

Les produits de reaction ont 6th analyses a differents intervalles 
de temps B l’aide de la mhthode decrite dans la communication pre- 
cedente. Ainsi que le montre le tableau 111, on n’observe aucune 
difference entre les produits de scission de l’amylose de maIs et ceux 
de pomme de terre, ni entre l’action de l’amylase de malt et celle de 

lc rendre homogkne. 

l) H .  Pringsheim Ce: J .  Leibowitz, B. 57, 1576 (1924); cf. A.  C. Hill, SOC. 73, 634 

z, P. Bernfeld & H .  Studer-Pecha, Helv. 30, 1895 (1947); voir aussi fig. 1 de ce 

3, W. Kuhn, B. 63,1503 (1930). 

(1898); 83, 578 (1903). 

travail. 
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pancreas. La composition du melange depend du degre de scission: 
on trouve au debut des dextrines et peu de maltose; puis les dextrines 
diminuent tapdis que le maltose augmente et le glucose apparaft. Ce- 
lui-ci provient de la scission lente du maltotriose en maltose et glucose. 

Tableau 111. 

maia 
mais 

p. d. t. 
p.d.t. 

Degr6 de polym. des 
dextrines 

pancreas 40 4,25 61,2 34,6 12,2 
malt 45 4,32 67,2 28,5 6,9 
malt 50 5,56 72,6 21,8 2,9 
pancreas 54 10,25 80,6 9 J  2,6 - 

Aucun de nos enzymes n’attaque le maltose; le glucose trouv6 
ne provient donc pas du maltose comme Nyrb&k l’admet dans le 
cas de l’attaque par l’amylase de pancreas1), mais bien du maltotriose. 

Le degr6 de polymerisation des dextrines non fermentees deeroft 
au cours de la reaction; il tend vers 3, ce qui correspond au malto- 
triose, et ce dernier est trbs lentement scinde en maltose et glucose. 
L’amylose peut donc &re entibrement transform6 en sucres fermen- 
tescibles par les a-amylases. 

Myrbuck qui a d’abord affirm6 que le maltotriose n’est pas attaqu6 par l’cr-amylase2), 
a plus tard modifie son opinion3). 

Comme le montre l’essai No 4 du tableau 111, dans lequel la 
scission est trbs poussee, on a trouve 10,25% de glucose, S0,6% de 
maltose et 9’1 yo de dextrines. D’aprbs leur degre de polym6risation, 
ces dextrines consistent presque uniquement en maltotriose. Ces 
9’1% de dextrines cionneraient finalement 6 %  de maltose et 3% de 
glucose j les produits finals de la scission a-amylolytique de l’amylose 
seront donc: 10’25 + 3 = 13,25y0 glucose et 86,75% maltose. 

Tout ce qui precbde, confirme entihrement la theorie de l’attaque 
a-amylolytique que nous avons proposee il y a 9 am4): ((Dans les 
longues chalnes, l’enzyme demolit indifferemment des liaisons glu- 
cosidiques quelconques, B l’exception des liaisons terminales dont 
la vitesse de degradation est beaucoup plus petite. Les grands frag- 
ments sont degrades plus rapidement que les petits; ne possedant que 
des liaisons glucosidiques terminales, le maltotriose est scinde trbs 
lentement en maltose et en glucose.)) Un calcul approximatif montre 
qu’on doit obtenir finalement environ 86,6 yo de maltose et 13,4y0 de 
glucose. 

l) K. Myrbuck & W. Thorsell, Svensk Kem. Tidsk. 54, 50 (1942). 
z, K.  Myrback & E. Leissner, Arkiv kem. mineral. Geol. 17A, Nr. 18 (1943). 
3, K.  Myrbuck & E. Sihlbom, Arkiv Kem. I, Nr. 1 (1949). 
4) K.  H.  Meyer & P. Bernfeld, Helv. 24, 359 E (1941). 
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6. The’orie combinatoire de la de’gradation. 

Nous devons M. A.  DescZouxl) une formulation mathdmatique 
de la theorie exposhe ci-dessus: 

On considbre une chaine de N elements qui se decompose d’abord 
en deux sous-chaines qui, B leur tour, se divisent en deux et ainsi de 
suite jusqu’B ce que la chaine de N BlBments soit d6composBe en chai- 
nons de deux BlBments (((biosesjj) et de trois hldments (((triosew). 

Les decompositions completes de deux chaines de N Blements 
seront considBr6es comme differentes si : a) l’ordre lineaire des bioses 
et trioses qui resulteront de la decomposition n’est pas le m6me dans les 
deux chafnes j b) la suite des dBcompositions dyadiques successives 
n’est pas la m6me. 

1. Nombre des decompositions differentes suivant a) : 

(m,n) c-9 m! n! 

la somme &ant &endue a tous les couples (m, n) d’entiers positifs ou 
nuls satisfaisant B la relation 2 m f 3 n = N. 

2. Nombre des dBcompositions diffkrentes suivant b) : 

3 .  Nombre des dBcompositions differentes suivant a) et b): 

c 
(i1i.n) (1n, n) 

10 ... [4 (m+n)-61 . ~ (m+n)!  2 .  6 . 1 0  ... [4 (m+n)-61 
2 . 3 . 4  ... (m+n)  ni!n! = C m! n! 

4. Nombre des trioses fournis par toutes les decompositions dif- 
ferentes (prises une fois chacune) : 

2 . 6 . 1 0  ... [4(m+n)-6]  
m! n! ‘ n .  . n -  c 

(1% n) hi, n) 

2 . 6 . 1 0  ... [4(m+n)-6]  . (m+n)!  
m!  n!  

5. Les trioses se d6composent finalement en un biose et un mo- 
nose. La proportion des monoses dans l’ensemble de toutes les chaines 
diffbrentes de N elements est donnBe par la formule: 

2 . 6 . 1 0  ... [4(m+n)-6]  
m! n!  

. n  cpp ~ ~~ 

( 1 ~ 1 ,  n) 

Suivant que N est pair ou impair, cette formule est kgale a l’unc 
des deux expressions suivantes : 

1) Assistant B 1’Institut de Statistique Mathbmatique de l’Universit6 de Gentwe. 
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6 7 1 8  1 9  1 0 / 1 5 1 2 0 / 2 5  - 

11,l 14,3 1 13,6 I 13,l 13,6 I 13,2 I 13,l I 13,O 

2 . 6 . 1 0  ... [2 (N-2 k)-Bf 
. 3 k  

k 
- ,  k =  - 

2 . 6 . 1 0 . . .  [ 2 ( N - 2 k - 6 ]  _ -  ~~ "7 ( % - 3 k ) ! ( 2 k ) !  

K - 2 m  
6 

0, I, 2. . . . ~~~ 
~ 

Le pourcentage de glucose caloule d'aprks la thhr ie  combinatoire 
(- 13,2 %) concorde done trbs bien avec le rcisultat exp6rimental 
(13,2.5%). 

Part i A A xp Brim en t ale. 
1.  PrLparalion des enzymes: l'a-amylase de pancreas do pore a 8tB prepare d'apr8s 

la m6thode publike antbrieurementl) e t  celle de malt d'apr8s une modification apportke b 
la methode de Schwimmer & Balls2) b partir du produit ((Diastaforx de la maison Wander 
#.A. b Berne. 

2. Dosage de l'activite' enzymatique: L'activitB enzymatique est dosee d'aprhsla mkthode 
colorimbtrique a l'acide dinitro-3,5-salicylique prbcedemment dCcrite3). Elle est exprimee en 
mg de maltose hydrate form6 dans les conditions habituelles du dosage. L'unitk #amylase 
est donc la quantite d'enzyme produisant 3 mg de maltose hydrate sous ces conditions 
standard; la concentration de Z'enzyme (chiffres entre [I) est donnee en unites par 01113. 

Les dhgradations enzymatiqucs s'effeetueront au thermostat b 20°, au pH optimum 
d'activiti: de I'enzyme: 

a-amylase de p a n d a s  de porc: p H  6,9, tampon aux phosphates 0,2-m., contenant 
0,07-m. de XaCl. 

a-amylase de malt: pH 5,1, tampon aeide acbtique-acetate de sodium 0,16-m. 
3. Absence de malfase duns les prkparafions #amylase: On ajoute b 20 om3 d'une 

solution d'cc-amylase (concentration de [1,5]) tamponnee au p H  optimum 5 cm3 d'une 
solution contenant 50 mg de maltose e t  maintient le melange 20°. On dose le pouvoir 
rkducteur immkdiatement apr&s l'adjonction du maltose, puis aprhs 2, 4, 8, 24 et 48 h. 
en prBlevant chaque fois 2 cm3 de cette solution. L'augmentation du pouvoir ritducteur 
est nulle pour les deux a-amylases, ce qui prouve l'absence de maltase. 

I )  K.  H .  Meyer, Ed. H.Pischer & P .  Bernfeld, Help? 31, 1831 (1948). 
2, S. Schwimmer & A .  K .  Balls, J. Biol. Chem. 179, 1063 (1949). 
3, K.  H .  Meyer, Ed. H .  Fischer (6 P .  Bernfeld, Helv. 30, 64 (1947); G. iVoelting & 

P .  Rwnfdd, Helv. 31, 286 (1948). 
20 
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4. Prkprat ion  de l’amylose: Les amyloses dc pomme de tcrrc c t  do mais ont 4th 
prepart% d’aprbs la prescription de Meyer & Rathgebl). 

1 g d’amylose est dissous par trituration dans 50 cm3 de NaOH 2-n. e t  ( entrifugt? 
Q 3000 t/min pendant 10 min. pour Bliminer un trAs faible residu de produit ri trograd6. 
.Ju&e.avant la dAgradation, on neutralise partiellement la solution avec 46 CK de HCl 
2-n. qui r a m h e  le p H  it 10 e t  l’on porte la solution it 250 om3 par de l’eau diE tillhe. La 
teneur exacte en amylose dc la solution est determinee apr& hydrolyse acide p< ,r dosage 
du glucose lib&rb2P). Sa concentration est comprise entre 0,32 e t  0,38%. 

5. Dkgradation de l’amylose: A 50 cm3 d’une solution d‘u-amylase, tamp)nn&e au 
pH optimum, on ajoute sous forte agitation e t  en l’espace de 10 min., 250 c n 3  de la 
solution du substratum. On suit la reaction en prhlevant de temps en temps des prises de 
10 cm3 e t  on les dosant selon Willstiitter & SchudeP) 3). Lo pouvoir reducteur, exprime 
en mg de glucose, est rapport6 au glucose total determine prbalablement aprirs hydrolyse. 
E n  portant lc pourcentage des liaisons glucosidiques scindees en fonction du temps, on 
obtient lcs courbes representies dans Ies fig. 1, 2, 3 et 4. Pour connattre la composition 
des produits de degradation, on effectue d’autre priscs qui sont analysees par la methode 
decrite dans la publication pr6cedente. 

6. Vitesse de dkgradation des oligosaccharides: Une solution contenant 1 g d‘amylose 
est d6gradbe par l’amylase dc pancdas de porc jusqu’it ce que 40% des liaisons glucosi- 
diques aient 6tB scindees, d’apr8s la methode precitbe. On bloque la reaction enzymatique 
en chauffant le melange reactionnel au bain-maric pendant 10 min. puis fermente pendant 
20 h. le glucose e t  le maltose par 10 g de Saccharomyces Chodati. La solution centrifugb 
c t  filtree est remise pendant 10 min. au bain-marie. On concentre catte liqueur au  vide 
Q un volume de 40 om3. On dose par hydrolysc acide la teneur en dextrines puis partagc 
la solution en deux: les dextrines renfermees dans la premihre portion sont degradees 
par l’u-amylase de pancreas de porc (concentration [S]). On suit la degradation comme 
prec6demment (voir tableau 11). La dcuxieme portion sera utilisee pour les essais decrits 

7. Inhibition par le maltose: On prepare 3 solutions alcalines it 0,2, 0,4 et O,S% 
d‘amylosc. A 5 cm3 de chacune de ces solutions (contenant donc respectivement 10, 20 
et 40 mg d’amylosc total) on ajoute 5 om3 d’un tampon aux phosphates, puis 8,5 cm3 
d‘eau. On ajoute 0,5 cm3 de HCl2-n. (pour ajuster le pH A 6,9), puis 1 cm3 d‘une solution 
d‘u-amylase de pancreas de porc (concentration [0,18]). Aprhs 2, 4 e t  8 min., on pr6lAve 
B chaquc essai 5 om3 auxquels on ajoute 2 cm3 d’acide acetique 2-n., puis 10 gouttes 
d’une solution d’iode 0,Ol-n. Aprirs dilution convenablc, on compare la coloration obtenue 
avec cellc d’une Bchelle colorimbtrique prbalablement Btablie4). 

Dans des essais parallirles, on ajoutc A chaque prise d’amylose 8, 16 e t  32 mg de 
maltose. La degradation est contrBl6e comme indiqd. Le tableau I donne la relation cntrc 
la coloration it l’iode ct  le pourcentage d’hydrolyse. La fig. 5 montre les resultats obtenus 
avec e t  sans inhibitcur. 

Afin d’btudier l’inhibition de la degradation des oligosaccharides par le maltose, 
on ajoute it la solution de dextrine obtenue prBc6demment ( 5  6) 32 mg de maltose. Cctte 
dextrine est dbgradke par une solution d’u-amylase de pancreas de porc (concentration 
[9]). Les r6suJtats obtenus sont consign& dans le tableau 11. 

8. Essais de synthbse d’oligosaccharides: A 5 om3 de solutions it 40, 60 et  800,: de 
maltose, on ajoute 2 cm3 d’une solution d‘u-amylase de pancreas de porc (concentration 
[30]). Lc pH est maintenu it 6,9 par le tampon aux phosphates. Aprirs 4, 10 et  20 jours, 
on fcrmente le maltosc par le Saccharomyces Chodati. La solution ccntrifugee et  filtrbe 
cst soumise it l’hydrolyse acide. Le dosage d‘aprirs Bertrand n’indique aucun poux-oir 
reducteur, ce qui prouve l’absence totalc d’oligo- ou de polysaccharides. 

sous 0 7. 

__.___ 

l) K. H .  Meyer LE. P. Rathgeb, Helv. 31, 1533 (1948). 
2, R. Willstlitter & Gr‘. Schudel, B. 51, 780 (1918). 
3, K.  Linderstrom-Lang & H .  Holter, Ann. chim. anal. 39, 116 (1934). 
4, P. Bernfeld & M .  Fuld,  Hrlv. 31, 1420 (1948). 
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RGSUMI~. 
1. Nous avons htudit! la degradation d’un amylose A, de pomme 

de terre d’un degre de polymdrisation de 7 2  et celle d’un amylose A, 
de mais d’un degrd de polymdrisation de 250, par l’cc-amylase de 
pancreas de pore cristallisee et par l’a-amylase de malt cristallisee. 

2. La degradation est fortement ralentie par le vieillissement 
(retrogradation) de l’amylose ; le phenomhne est plus prononcd aux 
faibles concentrations d’enzyme et dans les cas d’amyloses de degrd 
de polymerisation eleve. 

3. Les amylases ont une affinite beaucoup plus faible pour les 
dextrines ou oligosaccharides que pour le substratum intact et les 
produits qui se forment au debut de la degradation. Ces differences 
d’affinitd sont de beaucoup les plus grandes dans le cas de l’amylase 
de malt. 

4. Par suite de la diminution d’affinite au cours de l’hydrolyse 
enzymatique, un ralentissement considdrable se produit qui peut faire 
croire B l’existence d’un palier avant la fin de la rdaction. Les pro- 
duits de degradation sont alors plus homog&nes, leur p. m. reel se 
rapprochera plus du p. m. moyen que si toutes les liaisons glucosi- 
diques Btaient attaquees avec la m6me probabilite, par exemple lors 
de la degradation par un acide. 

5.  Lorsque l’exchs d’enzyme est trhs grand, la courbe de degra- 
dation enzymatique se rapproche de celle d’une reaction monomold- 
culaire avec un palier a la fin de l’hydrolyse. 

6. Les effets du‘vieillissement et de la diminution d’affinite se 
superposent, lors d’une ddgradation. Les deux facteurs ralentissent 
la rdaction, mais seul le premier peut 6tre influence par un rajeunisse- 
ment; il tend h conserver les gros trongons, tandis que le deuxihme 
tend les ddtruire. 

7. Le fait que le maltose n’est pas attaque par les amylases et 
qu’il est un inhibiteur non cornpetitif (cf. Irchwimmer) peut s’ex- 
pliquer par une fixation enzyme-substrat diffdrente de celle de l’amy - 
lose et de la dextrine. 

8. Les produits de reaction B diffdrents stades de l’hydrolyse 
ont dte  analyses avec la methode ddcrite dans le travail prdcedent. 

9. Les produits finals d’hydrolyse par n’importe quelle a-amylase 
sont formds de 13% de glucose et de 87  % de maltose, conformkment a 
la theorie developpde prdcddemment. 

10. Une ddscription mathematique de cette thkorie est donnee. 

Laboratoires de chimie organique et inorganique 
de l’Universit4 de Genhe. 




