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33. La d6g radation de I’amylopectine par les ct-amylases. 
Recherches sur l’amidon 51 

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

Le but du present travail est 1’6tude de la degradation enzy- 
matique de l’amylopectine, constitnant prkdominant de l’amidon, 
afin de la comparer avec celle de l’amylose qui fait l’objet du travail 
prkckdent. Les travaux effectuhs jusqu’ici ont utilis6 comme substrat 
l’amidon, sanfi doute h cause de la difficult4 de purifier l’amylopectine. 

1. Cornparaison avec l’amylose. 
Nous avons prBpar4 de l’amylopectine de mafs d’un poids mol4- 

culaire d’environ 45000 (d. p. = degrd de polymPrisation 280) et de 
pomme de terre d’un poids molGculaire d’environ 180000 (degrP de 
polymkrisation 11 00)l). 

La ddgradation de ces deux sortes d’amylopeetine par l’amylasc 
de pancr8as de porc cristallishe et  par celle de malt, a P,tB Ptudi& 
du point de vue de la cinktique et du point de vuc des produits d’hy- 
drolyse. La fig. 1 montre qu’b conditions Pgales, la tldgradatiori de 
l’amylopectine est plus lente que celle d’un amylose de m8me poids 
molkculaire. On doit toutefois noter que, si les dhterminations chi- 
miques (par rdductomktrie) et physiques (par osmom8trie) des poids 
moldculaires concordent pour l’amylose, on trouve que le poids mold- 
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Fig. 1. 
Debut de la dbgradation par l’a-amylase de pancrbas de porc de 

-I- l’amylose de mais (d.p. 260), 
-3- l’amylopectine de mais (d.pi 280), 

[0,9] concentration d’enzyme (voir memoire prhc.). 
__-__ 

l) K.  H .  Meyer & P. Rafhgeb, Helv. 31, 1533 (1948). 
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culaire ((physique)) de l’amylopectine est de beaucoup de fois superieur 
B son p oids moleculaire (( chimique)). Les particules de l’amylopectine 
sont done des agregats de molecules1). 

AZjirn & CaZdweZZ2) ont trouve que l’amylose de mays est plns 
lentement degrade que l’amylopectine ; comme ces auteurs ne disent 
rien au sujet de la methode de dissolution de l’amylose, il est probable 
qu’ils ont travail16 avec des amyloses vieillis qui sont attaques trBs 
lentement. 

Nous avons constate en outre qu’ici aussi deux reactions peuvent 
&re observees: une reaction initiale rapide et une deuxikme reaction 
lente. La difference de vitesse des deux reactions est plus grande 
pour l’amylopectine que pour l’amylose, comme le montre la compa- 
raison des pentes des courbes initiales et terminales sur la fig. 1 p. ex. 

2. Influence du vieillissement. 
Comme nous l’avons vu, le ralentissement qui se produit au cow8 

de la degradation de I’amylose est d6 en grande partie, au vieillisse- 
ment. Des essais de rajeunissement sur les solutions d’amylopectine 
au cours de la degradation, ont donne des resultats positifs: aprBs 
alcalinisation suivie d’acidification et adjonction d’une quantite d’en- 
zyme telle que la concentriation primitive soit de nouveau atteinte, 
la reaction repart de nouveau (voir fig. 2). Bien que cet effet soit 
beaucoup moins marque pour l’amylopectine que pour l’amylose, il 
n’est pas negligeable. Le ph6nomBne de vieillissement est, d’une ma- 
nikre generale, un phenombne d’agregation conduisant finalement 

une cristallisation ou B une gelatinisation qui est une forme de la 
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Fig. 2. 
Degradation par l’cc-amylase de pancreas de pore de 
-+- l’amylopectine de p. de t. (d.p. 1100), 
-t- l’amylopectine de ma&! (d.p. 2SO), 
[3] concentration d’enzyme, 
f = rajeunissement. 

l )  K.  H .  Meyer & G. C .  Gibbons, Helv. 33, 213 (1950). 
2, R. B. Alfin & H. L. Culdwell, Am. SOC. 71, 128 (1949). 
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crbtallisationl). Comme l’amylopectine peut former des gels com- 
poshs de micelles en frange et former des grains cristallisBs, il n’est 
pas Btonnant que ces solutions subissent le phenombne de Yieillisse- 
ment. Nous tenons h souligner ceci, car Bemfe ld2)  et Myrbdick3) n’ont 
pas observes ce phenombne. 

3. L’affinite’ de Z’enzyme pour le szibstrat?im. 

Nous avons trouvk en outre que les concentrations en enzyme 
capables de degrader entikrement l’amylose de mafs d’un degrB de 
polymBrisation de 250 ne provoquaient pas une degradation de l’amy- 
lopectine de mais (d. p. 280) superieure B 38% des liaisons glucosi- 
diques, malgrB plusieurs rajeunissements (voir fig. 2). Par contre, en 
augmentant trks fortement la concentration de l’enzyme, on arrive en 
une fois S un palier de 50 B 56 de liaisons scinddes (voir fig. 3 et 4) .  
Comme dans le cas de l’amqlose, le palier dBpend done de la con- 
centration en enzyme. 11 6st en outre moins eleve pour l’amylopectirre 
de pomme de terre d’un degrB de polymerisation de 1100 que pour 
l’amylopectine de mafs d’un degrB de polymerisation de 280. Enfin, 
l’amylopeetine de pomme de terre est seul h contenir de l’acide 
phosphorique (environ 0,08 % P), groupes limitant la degradation et 
influenpant ainsi la hauteur du palier. 
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Fig. 3. 

Dcjgradation par l‘u-amylase de pancreas de porc dc 
-e l’amylopectine de p. de t. (d.p. 1100), 
-+- l’amylopectine de mab (d.p. 280), 
[30] concentration d’enzyme. 

l) K .  H .  Meyer & A. J .  A. van der Wyk ,  Helv. 20, 1331 (1937); K. H.Meyer ,  
P. Bernfeld, R. A .  Boiesonnas, P .  Giirtler&G. Noelting, J. Phys. Coll. Chem. 53, 319 (1949). 

a) P .  BGmfeld & H .  Studer-PLcha, Helv. 30, 1904 (1947). 
3, K. Mybiick,  Arkiv Kern. Mineral. Geol. 264, NO 7 (1949). 
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La vitesse d’hydrolyse est done fortement influencee par la con- 
centration de l’enzyme, m6me B des concentrations d’enzyme trAs 
dlevt5es et en particulier dans les stades avances d’hydrolyse. Ceci 
prouve qu’on est encore loin du point oh tout le’substratum est fix6 
par l’enzyme. Nous pouvons done attribuer la difference des vitesses 
de degradation de l’amylose et de l’amylopectine h l’affinite plus 
faible de l’enzyme pour cette dernibre. Celle-ci est probablement due 
A l’agrdgation des molecules d’amylopectine entre elles, peut-&re 
aumi B un effet sterique des molecules ramifiees. 
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Fig. 4. 
DBgradation par I’m-amylase de malt de 

--c- l’amylopectine de p. de t. (d.p. 1100), - I’amylopectine de mais (d.p. 280), 
[150] concentration d’enzyme. 

L’affinite pour les oligosaccharides ramifies est encore beaucoup 
plus petite: avec l’amylase de pancreas de pore, la vitesse initiale de 
degradation de l’amylopectine de mais (concentration enzymatique 
[3]) correspond A une hydrolyse de 7 %  par minute. Au contraire, 
une dextrine (provenant de la m6me amylopectine) d’un degrd de 
polymdrisation 12 a B t B  attaquee dans les m6mes conditions 500 fois 
plus lentement (degradation de 2 % en 150 minutes). Une difference 
encore plus marquee est observee avec l’cc-amylase de malt. Ces re- 
sultats sont done analogues B ceux obtenus avec l’amylose. 

Pour l’amylose, une augmentation de la concentration en enzyme 
influence principalement le cours de la reaction en diminuant fortement 
le vieillissement . Pour l’amylopectine, oh le vieillissement est moins 
important, une augmentation de la concentration d’enzyme influence 
le cours de la reaction en diminuant la difference d’affinite de l’enzyme 
pour les fragments de poids moleculaire different, rapprochant ainsi 
la ddpdation enzymatique une degradation monomol6culaire. 
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L’affinite do l’a-amylase de pancreas pour les oligosaecharides 
ramifids est plm petite que pour les oligosaccharides lin6aims. Nous 
devons attribuer cette difference B un effet sterique des oligosaccha- 
rides ramifi6s. Au cours de la degradation de l’amidon (mblange 
d’smylopectine et d’amylose) les oligosaccharides lin6aires seront 
done plus rapidement ddtruits que les oligosaccharides ramifibs. Ceci 
est en accord avec les importantes recherches de Nyrbi ick’)  et ses 
81&ves sur la nature chimique, des dextrines residuelles de l’amidon : 
elles sont ramifi4es. 

4. L’inhibition par  le maltose. 
L’inhibition par le maltose est non competitive et elk est analogue 

h l’effet d’une diminution de la concentration en enzyqw; elle se 
manifeste aussi lors de la dkgradation de l’amylopectiqe. Ceci permet 
encore d’expliquer le fait bien connu que I’amidon est plus compl8te- 
ment d6grad4 par les amylases en presence de levure 4liminant le 
maltose. Nous avons constate le mitme phhomhne pour les amylopec- 
tines de pomme de terre et de mais et pour nos deux amylases (voir 

action enzym. 
intcrrompur ‘ 

action enzym. 
interrompue 

tableau I). 
Tableau 1. 

Influence de 1’6limination du maltose sur la dkgradation u-amylol 
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5. Les produits d’hydrolyse de l’umylopectbne. 
Les produits d’hydrdlyse ont Bt6 analySBs par la m6thodc de 

fermentation selective. On trouve au debut des dextrines et peu de 
maltose, puiS la quantiti: des dextrines diminue, ainsi que leur degr4 
de polymerisation, le maltose augmente et le glucose apparait en 
quantitd appr6ciable.b Le tableau I1 montre que la composition du 
melange depend principalement du degri: d’hydrolyse, tout comme 
pour I’amylose. A la fin de l’hydrolyse on trouve 8,3 yo de ((dextrines 1) 

l) K.  Myrback, B. Ortenblad & K.  Ahlborg, Bioch. Z. 307, 53 (1940); K. MyrbucX CC 
K. Ahlborg, Bioch. %. 307, 69 (1940); K. MyrbgLk, Advances in Carbohydrate Chem. 3, 
251 (1948); 
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d’un degr8 de polym4risation moyen de 3,2. Elles consistent princi- 
palement en un disaccharide difficilement fermentescible qui ne peut 
&re autre chose que de I’isomaltose. A part celui-ci, nous trouvons 
73 yo de maltose et  pas moins de 18 A, 19 yo de glucose au lieu des 13 % 
que l’on trouve 8, la fin de la scission enzymatique de l’amylose. Ceci 
provient sans doute de la structure ramifi6e de l’amylopectine. 

malt. 
panrreus 
malt. 
pancreas 

I arny1o::ctine 
p.d.t. 
p.d.t. 
mars 
mais 

I 46 10,4 64,s 24,s 8,7 
50 12,s 68,2 19,o 6,2 
54 13,5 70,3 16,2 2,s 
58 18,5 73,2 8,3 2 2  

En ce qui concerne les 0,476 de restes de glucose de l’amylopectine de pomme de 
terre qui sont phosphoryles en position 6, selon Posternakl), nous ne les avons pas recher- 
ches dam les produits d‘hydrolyse. Posternak a retrouvk tout le phosphore sous forme de 
fktrasaccharides phosphorylks, mais il nous semble probable qu’une degradation plus 
poussee nous condiiirait au glucose ou au maltose phosphorylks. 

Si notre th6orie de l’attaque or-amylatique est valable pour l’amy- 
lopeetine, les longues branches de l’amylopectine donneront pratique- 
ment les memes rdsultats que l’amylose; mais les parties oh se trou- 
vent les embranchements reagiront d’une autre fagon ; on obtiendra 
des oligosaccharides, tri- et tbtrasaccharides ramifies dont la presence 
dans les dextrines non fermentescibles a 6tB constatde par ~ W y r b u c k ~ ) .  
Tandis que le maltotktraose (seul t6traose se trouvant parmi les pro- 
duits de scission de l’amylose) est scind6 en deux molkcules de mal- 
tose, les tetraoses ramifi4s renfermant les points d’emhranchement 
seront scind6s d’aprbs le schPma suivant : 

I- I I 
I I I--- I- I-- I 

I- 
2 

I 
1 

I 
I- 

t- 
3 4 6 6 

1 I 
I 

reste de glucose en liitison 1-4, 
reste d’isomaltose, 
lieu de scission amylotique. 

I, 2 et 3 donnent du maltose et de l’isomaltose; 4, 5 et 6 donnent 
deuxrrestes de glucose et un d’isomaltose. La quantitB de glucose dam 
lek produits de scission se trouvera ainsi augment6e. 

l) Th. Posternak, Helv. 18, 173 (1935). 
z ,  K .  Myrback, B. Ortenbkzd & K .  dhlborg, Bioch. Z. 31 5, 240 (1943); B. drtenblud 

& K.  ll-i yrbiick, Bioch. Z .  303, 335 ( 3  940). 
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Hopkim1)  s’est demand6 si les a-amylases sont capables de scinder 
les liaisons glucosidiques 1-6 de l’amidon. Nos resultats permettent de 
trancher cette question. Ainsi qu’il est mentionne plus haut, nous 
trouvons, B la f i n  des reactions, environ 8 %  d’isomaltose, ce qui cor- 
respond, dans les limites d’erreur, au 4,2% de restes glucosidiques 
portant un embranchement dans l’amylopectine. Les liaisons 1-6 ne 
sont done pas scindees par les a-amylases ni dans l’amylopectine, ni 
dans ses produits de degradation a-amylatiques. Pour verifier ces 
conclusions, nous avons fait reagir les a-amylases sur l’isomaltose 
synthdtique. Celui-ci s’est montrd complbtement resistant B l’attaque 
de ces enzymes. 

6. La degradation de l’amidon par les oc-amylases. 
On peut admettre que les reactions d’hydrolyse de l’amylose et 

de l’amylopectine se superposent simplement lors de la degradation 
de l’amidan, pourvu que celui-csi se trouve wkitablement en saluutioa. 
Le vieillissenient, la diminution de l’affinitd pour le substratum au 
cours de la degradation, et l’inhibition par le maltose determineront 
l’allure de la reaction. La composition du melange reactionnel depend 
principalement du degre d’hydrolyse atteint , comme l’a indiqu6 
fYomog+@2). Pourtant, selon la composition de l’amidon, le poids mold- 
culaire de ces constituants, la nature et la concentration de l’enzyme 
utilis8, la composition du melange peut varier. Comme on l’a vu, la 
concentration de l’enzyme et le rapport : affinite pour les polysaccha- 
rides/af€inite pour les dextrines, influencent l’homog6neit6 du me- 
lange (Q 2 du travail prdcddent). Or, ce rapport n’est pas encore connu 
pour toutes les amylases. 

Mais il y a encore d’autres facteurs qui influencent la composition 
du melange, notamment le vieillissement. En cas de vieillissement, 
les polysaccharides superieurs seront en grande partie soustraits B 
l’attaque. Pour pousser la degradation jusqu’au point achromatique 
(absence de coloration avec l’iode), il faut alors prolonger l’hydrolyse. 

Hanes3) a trouve que, si la concentration de l’amidon est aug- 
nientde, le point achromatique n’est atteint qu’aprbs une hydrolyse 
plus poussee. Nous pouvons attribuer ce resultat au fait qu’une solu- 
tion plus concentree retrograde (vieillit) plus facilement et que les 
particules retrogradt5es sont tellement rbsistantes qu’une hydrolyse 
prolongee est necessaire pour les detruire. 

Tous les phenombnes d’hydrolyse seront encore braucoup plus 
complexes lors de la degradation d’un empois technique; en effet, ces 
empois contiennent des grains gonfles ou du moins des fragments de 
grains. La reaction enzymatique se poursuit done dnns un systbme 

I) R. H .  Hopkins, Advances in Enzym. 6,389 (1946). 
z, N. Sonwgyi, J. Biol. Chem. 134, 301 (1940). 
3) C. 8. Hunw & M. Cattle, Proc. Roy. SOC. London 125 B, 387 (1938). 
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BBtBrogBne; les molecules en solution seront beaucoup plus vite at- 
taqudes que eelles dans-les particules en suspension. I1 n’est done pas 
possible de donner un schema general pour toutes les reactions effec- 
tuees industriellement. Chaque prescription doit &re Btudiee separement 
si on veut connaftre le cours exact des differentes reactions en jeu. 

Part ie e x  p Br im e n t ale. 
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1. Pre‘pration des enzymes et dosages d’activite’: voir le travail prec6dent. 
2. Conditions de rkaction: Toutes les d6gradations enzymatiques s’effectuent au 

a-amylase de parlcrhs de pore: pH 6,9, tampon aux phosphates 0,2 M, contonant 

a-amylase de malt: pH 5,1, tampon acide acAtiquc-ac6tate de Na 0,16 M. 
3. Pre‘paration de l’amybpectine: Les amylopectines de pomme de terre et de mais 

sont prhparees d’aprhs la prescription de Meyer & Rathgebl) et purifiees d’aprhs une 
mbthode nouvelle2). 

1 g d’amytopectine ee6dissous sous %rte gitation dms 250 cms d’eau distillee 8. 9W. 
Aprhs 30 min. on l?isse refroidir, centrifuge 8. 3000 t/min. pendant 10 min., decante et  
ramhne le volume de la solaion 8. 260 cm3. So teneur exacte en amylopectine est deter- 
minee aprhs hydrolyse acide par dosage du glucose forme. La concentration est comprise 
entre 0,32 et 0,38%. 

4. Dkgradation de l’amylopectine en prhence de levure: A 30 cm3 d’une solution 
d’amylase (concentration [3]), tamponnee au pH optimum, on ajoute 250 om3 dela solution 
d‘amylopectine et 20 cm3 d’une suspension Bpaisse de Saccharomyces Chodati. Le m6lange 
est maintenu sous agitation lente. Aprb 20 h. on centrifuge B 3000 t/min. pendant 10 min., 
filtre et  met la solution au bain-marie pendant 10 min. 

Des essais parallhles sont effectues sans levure. Aprhs 20 h. la reaction enzymatique 
cat interrompue en portant la solution 10 min. au bain-marie. Les sucres sont alors fer- 
ment& d’aprhs la methode decrite ci-dessus. 

Les pourcentages des dextrines residuelles, determines aprhs hydrolyse acide, sont 
donnes dans le tableau I. 

5. Action de.s a-amylases s w  l’isomaltose: A 10 cm3 d’une solution d’amylase (con- 
centration [3]), on ajoute 10 cm8 d’une solution contenant 50 mg d’isomaltose. On dose 
immediatement le pouvoir reducteur, puis aprb  2,4,6,8,24,48 et 72 h. Le pouvoir rBduc- 
bur & peine accru au debut de la reaction par l’hydrolyse de traces d’oligo-saccharides 
contenues dans l’isomaltose reste constant aprhs quelques heures. 

thermostat 8.20” et au pH optimum d‘activit6 de chaque enzyme: 

0,07 M de NaCI. 

RI~SUMIL 
1. Nous tkVons 6tudiB la degradation de l’amylopectine de mais 

(degr6 de polymerisation d’environ 280) et de pomme de terre (degrC 
de polymerisation 1100) par l’cr-amylase de pancreas de pore cristal- 
lisee et celle de malt. 

2. La degradation de l’amylopectine est plus lente que celle de 
l’smylose ; le vieillissement et la diminution de l’affinitd de l’enzyme 
pour le substrat influencent le cours de l’hydrolyse. Cependant, l’in- 
fluence du vieillissement est beaucoup moins importante que dans le 
cas de l’amylose; les paliers observes sont done dus h la faible affinit6 
de l’enzyme pour les dextrines. 

1) K .  H .  Meyer & P.  Rathgeb, Helv. 31, 1533 (1948). 
z ,  K .  H .  Meyer & G. C .  Gibbons, Hclv. 33, 210 (1950). 
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3.  Aux fortes concentrations d’enzyme on obtient d’un seul coup 
une degradation correspondant B, la scission de 55% des liaisons glu- 
cosidiques de l’amylopectine de mays et de 50% de l’amylopectine de 
pomme db terre qui contient 0’4 yo de restes de glucose-6-phosphate. 

4. Les produits finals de degradation d’une amylopeotine ren- 
fermant environ 4% de groupes terminaux sont forn1C.s d’environ 
19% de glucose, 73% de maltose et 8 %  d’isomaltose. 

5. Les liaisons 1-6 ne sont pas scindees par les a-amylases. 
6. Lors de la degradation d’une solution d’amidon, les pheno- 

mhnes obserds pour l’amylose et l’amylopectine se superposent. La 
degradation de l’empois se complique par la pr4sence de fragments 
de grains non dissous. 

Laboratoires de chimie organique et inorganique 
de l’T‘nivrrsit6 de Gentve. 

34. Purification et cristallisation de la P-amylase de malt. 
Sur les enzymes amylolytiques XVI ‘j 

par Kurt H. Meyer, Ed. H. Fischer et A. Pipet. 
(21 XI1 1950). 

E!n 1833, Yayen & Perso,n2) decouvraient dans le malt un fernient 
amylolytique qu‘ils purifiaient par des precipitations alcooliques et 
qu’ih appelaient ((diastase)). &“chwar~er3) notait en 1870 que la quan- 
tit6 des sucres form& lors d’une degradation de l’amidon par d’amy- 
lase de ”malt)) est plus faible si l’on opBre h une tampex-ature supBrieuTe 
B 60°. I1 observait en mclme temps l’apparition d’un trouble dh 51, 
une coagulation de pro thes .  

En 1878, ~ M u r c k e r ~ )  Bmettait l’hypothhse dc l’action simultanhe 
de deux enzymes. En reconsiderant le fait qu’une BlBvation de la, 
temperature entraine une desaetivation partielle de l’enzyme, Bow- 
queZot5) admettait que ctl’amylase de malt)) h i t  en rBalitB composhe 
de deux ou de plusieurs enzymes differents qui seraient successive- 
ment ddtruits. Cette hypothese fut experimentalement vBrifiBe par 
Wijman6)  qui demontra par des essais de diffusion dans des plaques 

’) PrBcBdente communication Helv. 33, 1064 (1950). 
2, J .  R. Sumner & G.  P. Somer, Chem. and Methods of Enzymes, Xew York 1913. 

4, M .  Marcker, C .  1878, 559. 
5,  E .  BourqueEot, C. r. 104, 576 (1887). 
“) M .  H .  P .  JVijsman, R. 9, 1 (1890). 

A .  Schwarzer, J. pr. Ch. I, 212 (1870). 




