
316 IIELVETICA CHIMICA ,ZCT 1. 

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). 
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de gelatine la presence dans la diastase de deux ferments tlont la 
vitesse de diffusion et l’action enzymatique diffdraient. En 1926, 
E. OhZssonl) publiait les premiers travaux fondamentaux sur les 
enzymes amylolytiques du malt dans lesquels il btudiait l’action propre 
h chaque enzyme. I1 eonstatait qu’on peut les &parer du fait que le 
premier rPsiste a une temperature de 70° qui ddtruit le second, alors 
que celui-ci supporte des pH fortement acides qui desactivent le 
premier. I1 trouva de plus que l’enzyme thermostable produit q&s le 
debut de la rBact,ion un fort abaissement de la viscositk d’un en-pois 
d’amidon, alors que l’enzyme thermolabile produit immediatement 
du maltose. C’est pourquoi il appelle ces deux enzymes : amylase dex- 
trinogbne et amylase saccharoghe. KzChn2) appelait x-  et /?- ces deux 
amylases selon la forme isomhrique du maltose libdr6 et c’est actuelle- 
ment la nomenclature la plus utilisde. 

Depuis, BZom et ~ o l l . ~ ) ,  H ~ n e 8 ~ ) ,  Sa9nec5), v a n  Klinkentberg6),  
X e y e r 7 ) ,  Hassid8) ,  Jlyrbu.ckg),  HopkinslO) ont BtudiP en detail le com- 
portement des deux amylases vis-a-vis de l’amidon, ou de l’amylose 
et de l’amylopectine s6par6ment. La /?-amylase scinde exelusivement 
les liaisons a-1’4 glucosidiques a partir des extrBmitBs non rdduc- 
trices des chaines, pour donner du /?-maltose et des dextrines rPsi- 
duelles. L’a-amylase scinde les m6mes liaisons en un point quelconque 
de la molecule d’amidon et forme des dextrines et de l’cr-maltose. Le 
malt, produit de la germination de l’orge, contieht les deux enzymes, 
dors yue l’orge non germbe est presque exempte d’cr-amylase. Celle- 
ci apparait au cours de la germinationll). 

Malgre ces faits, un grand nombre d’auteurs continuent de parler 
des propridt4s de ((l’amylase de malt)) sans se soucier du fait qu’il 
s’agit de deux enzymes parfaitement distincts. C. Oppenheimer12) et 
W a Z d s e h m i d t - L e i t ~ ~ ~ )  avaient m&me ni6 la presence de deux amylases 
dans le malt, mais avaient suppose un changement d’aetivateurs ac- 
compagnant l’enzyme. 

‘1 E .  Ohlsson, Z. physiol. Ch. 189, 17 (1930). 
2, R. Kuhn, A. 443, 1 (1925). 
3, J .  Rlom, A. Buk d5 B. Braae, 2. physiol. Ch. 241, 273 (1936); 250, 104 (1937). 
4, C. S. Hanes, Canad. J .  Research 813, 185 (1939). 
5 ,  M .  Sanzec & M .  Blinc, Koll. Beihefte 49, 75 (1939). 
6 ,  G. A. wan Klinkenberg, Z. physiol. Ch. 209, 253 (1932); 212, 173 (1932). 

Kurt H.  Meyer, P. Bernfeld & J .  Press, Helv. 23, 1465 (1940). 
*) W.Z .  Hassid d R. M .  MacCready, Am. SOC. 65, 1157 (1943). 
9, K .  Myrbiick & 0. Johunsson, Arkiv for Kemi 20 A, Nr. 6, 1 (1945). 
In) R. H.  Hopkins, B. Jelinek & L. E. Harrison, Biochem. J .  43, 32 (1948); R. H .  

Hopkins, R. H .  Murray d? A. R. Lockwood, Biochem. J. 40, 507 (1940). 
11) E. Kneen & R. M .  Sandstedt, Cereal Chem. 18,237 (1941); E. Kneen, Cereal Chem. 

21, 304 (1944); H. Luers & W .  Rummler, Wochenschr. f u r  Brauerei 50, 297 (1933); 52, 9 
(1935); G. Nordh & E. Ohlsson, Z.  physiol. Ch. 204, 89 (1932); G. L. Teller, J .  Biol. Chem. 
114,425 (1936). 

12) C. Oppenheimer, Lehrbuch der Enzyme, Leipzig 1927. 
3, E. WaMschmidt-Leitz, Die Enzyme, Braunschweig 1926. 
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De nombreuses tentatives de purification des amylases de malt 
ont 6t6 entreprises : precipitations fractionnbes a l’alcooll), au sulfate 
d’ammonium2), adsorptions sdlectives sur l’hydroxyde d’alumini~rn~), 
sur l’amidon de riz4) et sur le tanins). Par ces mkthodes, les auteur8 
se sont gdndralernent content& d’6liminer plus ou moins complbte- 
ment un des enzymes .par rapport a l’autre, sans pousser plus avant 
la purification proprement dite. 

Afin de comparer les propridtks respectives des deux enzymes, 
rious avons eptrepis leur purification. Nods ddcrivons ici la purifi- 
cation et la cristallisation de la /?-amylase de malt6). Signalons qu’en 
1946, Balls et coll. ’) ont rapport6 la cristallisation d’une autre /?-amy- 
lase, la /?-amylase de patate douce (Ipomma batatas). 

Dosage de la  /?-amylase. L’activit6 de la ,&amylase est doshe 
d’aprks la mdthode colorim6trique a l’acide dinitro-3’5-salicyliq~e~). 

L’unite‘ de /?-amylase (activit6) est la quantit6 d’enzyme qui libkre 
1 mg de maltose en 3 min. a 20° a partir d’une solution a 1% d’ami- 
don Zulkowski a pH 4’8. Lors des dosages, la quantit6 d’enzyme doit 
&re telle que la dkgradation du substrat ne ddpasse pas 15%. 

Le degrt? de purete’est le rapport activit6 par mg d’azote (Kjeldahl). 
ContrGle de l’absence de l’cc-amylase. Nous disposons de deux 

m6thodes : la mesure du rapport pouvoir saccharogbne/pouvoir dex- 
trinogbne (PSIPD), rapide et pratique, mais qui devra &re compl6t6e 
par une attaque sur une p-dextrine rAsiduelle, qui seule pourra indiquer 
1’6limination des dernibres traces d’cc-amylase. 

Rapport PS/PD. Le pouvoir r6ducteur mesur6 colorim6trique- 
ment l’acide dinitro-3,5-salicylique rend compte de l’action saccha- 
roghe des amylases. L’action dextrinogkne propre aux a-amylases 
peut &re facilement mesurde par le changement de la coloration B 
1Yode d’une amylopectine. Le rapport de ces deux activit6s peut &re 
ensuite calcul6 selon Bernfeld d3 Puld9). Pour la /?-amylase de patate 
cristallis6e1°), exempte d’cc-amylase, il est de 61 environ alors qu’il est 

l) G. A. van Klinkenberg, Proc. Acad. Sci. Amsterdam 34, 893 (1931); Z. physiol. 
Ch. 209, 253 (1932); K.  Venhata Giri, Current Sci. 2, 128 (1933); C. S. Hanes, Canad. J. 
Research 13 B, 188 (1935). 

2, H. C. Sherman & M .  Caldwell, J. Biol. Chem. 104, 501 (1934). 
3, E .  Watdschmidt-Leitz & M.  Samec, Z. physiol. Ch. 203, 21 (1931). 
4, 0. Holmberg, Ark. Kem. Mineral. Geol. I I B, 4 (1934); I I A, 20 (1935); Bioch. %. 

258,134 (1933); 266,203 (1933); J .  Blom, A. Bak& B. Braae, Z. physiol. Ch. 250,110(1937). 
5,  R. Weidenhagen, Z. V. D. Zuck. 83, 505 (1933). 
‘j) Communicationpr6liminaire: Ed. H. Fischer, K. H .  Meyer, G. Noeltingd A. Piguet, 

‘) A.  K.  Balls, R. R. Thomson 6. M .  K.  Walden, J. Biol. Chem. 163, 571 (1946); 

G. Noelting & P. Bernfeld, Helv. 31, 286 (1948). 

Arch. of Biochem. 27, 235 (1950). 

173, 9 (1948). 

9, P. Bernfeld & M .  Fuld, Helv. 31, 1420 (1948). 
lo) A. K.  Balls, R. R. Thomson & M .  K .  Walden, J. Biol. Chern. 163, 571 (1946): 

173, 9 (1948). 
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de 9,7 j, 0,2 pour toutes les a-amylases obtenues a 1’8tat cristallise1). 
On trouve dvidemment des valeurs intermediaires pour un melange 
d’a et de p-amylase. 

De’gradatiola d’une dextrine re’siduelle2). Une solution de j3-amylase 
rigoureusement exempte d’a-amylase n’attaque pas une j3-dextrine 
residuelle. En laissant l’enzyme et ce substrat en contact pendant 
plusieurs jouw ti 20° et en observant l’augmentation du pouvoir 
rbducteur et la persi&ance de la coloration Q l’iode de la dextrine, on 
peut vbrifier si l’elimination de Pa-amylase est reellement totale. 

Produit de &part. 
On peut partir soit directement de l’orge, soit de malt ou d’extrait 

de malt. L’orge a l’avantage de contenir tr&s peu d’a-amylase, mais 
sa concentration totale en amylases est beaucoup plus faible que celle 
d’un extrait de malt. Nous avons donc choisi un extrait de malt com- 
mercial, le ((Diastaforn, fourni par la maison Wander a Berne. La 
qualit4 du produit n’est pas constante et des variations assez fortes 
ont BtB observbes suivant les livraisons. Par contre, il est stable et se 
conserve parfaitement b, froid pendant des mois. 

Elimination de l’a-amylase. 
Plusieurs methodes sont decrites dans la litterature. La plupart 

des  auteur^^-^) Bliminent l’a-amylase par abaissement du pH, 
d’autres 7, 8,  par adsorption sur des grains d’amidon, d’autres 
encore ”) 3, lo) II) obtiennent une s6paration plus ou moins compli?te 
par des fractionnements ti l’alcool. 

Au cours d’essais preliminaires, nous avons utilise une methode 
comprenant deux fractionnements au methanol suivis d’une prbcipi- 
tation acbtonique, cornme le dbcrit G .  Noeltingl2). Mais le produit 
obtenu avec un rendement relativement faible contenait encore une 
quantitb appreciable d’a-amylase. Nous avons alors essay6 d’eliminer 
l’a-amylase par un traitement acide. Dans un premier essai, selon 
Blom et COU.~), nous avons travail16 8, pH 4’2 et a une temperature __ 

l) K .  H .  Meyer, P .  Bernfeld & Ed. H. Pischer, H e h .  30, 64 (1947); K. H .  Meyer, 
Ed. H.  Fischer, A. Staub d P.  Bernfeld, Helv. 31, 2158 (1948); Ed. H .  Pischer, 3 .  Duckert 
& P.  Bernfeld, Helv. 33, 1060 (1950); K .  H. Meyer, P .  Bernfeld & M .  Fuld, Exp. 3, 411 
(1947); S. Schwimmer & A.  K.  Bulls, J. Biol. Chem. 176, 465 (1948); 179, 1063 (1949). 

a )  Q. Noelting & P.  Bernfeld, Helv. 31, 286 (1948). 
9 J .  Blom, A.  Bak & B .  Bruae, Z. physiol. Chem. 241, 273 (1936). 
4, R. H .  Hopkins, R. H. Murray & A .  R. Lockwood, Biochem. J. 40, 507 (1940). 
5, E. Ohlsson, Z. physiol. Chem. I89,17 (1930). 
6 ,  W .  J .  Olson, B .  A .  Burkhart d A .  D .  Dickson, Cereal Chem. 20, 126 (1943). 
’) J .  B h ,  A .  Bak & B.  Brme, Z. physiol. Chem. 250, 104 (1937). 
8 )  8. Schwimmer & A.  K.  Bulls, J. Biol. Chem. 176, 465 (1948); 179, 1063 (1949). 
9, K .  Venhata Giri, Current Sci. 2 ,  128 (1933). 

lo) Q. A .  van Klinkenberg, Z. physiol. Chem. 209, 253 (1932). 
11) M .  H .  P .  Wijsmun, It. 9, 1 (1890). 
12) G. Noelting, Thkse Universith Genevc No 1104 (1950). 
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de 20O. Aprh 5 h., l’aetivitd enzymatique totale avait b a i k  de 20%, 
mais le rapport PS/PD Btait toujours le m6me. Nous nous trouvions 
done en presence d’une dksactivation partielle des deux enzymes, 
Dans un autre travail, Blom et col1.l) opbrent a pH 3,6 et B una tem- 
perature de O o .  Nous avons expbrimentk cette m6thode avec succks. 
Le pH d’une solution aqueuse de Diastafor a 4tk abaissk a 3,6 par 
l’acide acktique et la totalitk de l’cr-amylase est pratiqnement dktruite 
en moins de 10  min. dkjh, la temperature indiquee de O o .  Le rapport 
PS/PD passe de 23 pour le diastafor de depart il 62 pour la solution 
acide. Les fig. 1 et 2 montrent les variations en fonction du temps de 
l’activitk amylatiqiie totale r t  du rapport PS/PD pendant le traitc- 
ment acide. 

Temps en rnmufes 

I0 20 30 40 50 60 

Fig. 1. 

Diminution du pouvoir amylolytique en fonction du temps. 
Inactivation de l’a-amylase p H  3,6. 

1 Temps en rnrnufer 

10 20 30 40 50 60 

Fig. 2. 
Inactivation de l’a-amylase L pH 3,6. 

Augmentation du rapport PSjPD en fonction du temps. 

Cependant, des essais de degradation sur une dextrine residuelle 
ont montre qu’il peut subsister encore des traces d’cr-amylase. NOW 
avons essay4 de prolonger la duree du traitement acide, d’abaisser 
le pH jusqu’h 3,0, de remplacer l’acide acdtique par un acide plus fort 

1) J .  Blom, A .  Bak d B. Brme, Z. physiol. Chem. 241, 273 (1936). 
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(HC1 ou H,SO,). Dans tous ces essais, nous n’avons observe que des 
pertes d’activith sans toujours parvenir a Bliminer les dernibres traces 
d’ a-amylase. 

L’Blimination de l’cc-amylase doit de plus s’effectuer avant toute 
autre Blimination. En effet, le traitement par l’acide d’un produit 
deja fractionne entraine une trbs forte desactivation de la ,!?-amylase. 
Cette difference est probablement due a la presence dans le produit 
brut de collo’ides protecteurs que l’on &mine dbs le dBbut de la puri- 
fication. Des obersvations analogues ont d’ailleurs BtB faites avec la 
,!?-amylase de bl& 

Elimination des sucres et pol ysaccharides. 
Comme l’ont fait remarquer certains auteurs l), un polysaccharide 

semble acconipagner la ,!?-amylase lorsque on la purifie par des prBci- 
pitations au moyen de solvants organiques (mkthanol, acetone). Ce 
polysaccharide ne peut &re ensuite que difficilcment dimin6 par les 
mBthodes habituclles. hToeZting2) y etait parvenu par une precipitation 

l’acide pierique, mais qui n’allait pas sans une forte perte de l’activite 
amylatique. Par contre, nous avons trouve que par une precipitation 
unique au sulfate d’ammonium, mais sur le produit brut seulement, 
on Blimine d’un seul coup la quasi totalit6 des sucres et polysaecha- 
rides contenus dans le Diastafor. 

Purification de  l’enxyme. 
Nous avons tout d’abord essay4 des fractionnements au sulfate 

d’ammonium B pH 4’8, puis pH 7’5 sans obtenir des enriehissements 
intkressants. I1 y a toujours parallelisme entre la repartition de l’acti- 
vite et celle de l’azote. Nous avons ensuite pens6 a adsorber selective- 
ment l’enzyme, m4thode employee avec succBs par Scizwimmer & 3alls 3, 
pour la purification de l’cc-amylase de malt. Nous avons essay4 divers 
adsorbants : amidons do mais et pomme de terre, viscose, acide palmi- 
tique, amides de l’aeide oxalyl-biuretique. Nous avons aiminuk la so- 
lubilite de l’amylase par addition d’aleool, d’acetone, ou de sel (sul- 
fate d’ammonium). Dans aucun cas, nous n’avons rBussi a adsorber 
l’enzyme. Nous avons meme observe des desactivations considerables. 
L’enzyme semble par eontre s’adsorber sur l’hydroxyde d’aluminium, 
mais il nous a B t B  pratiquement impossible d’6luer un produit actif. 
Nous avons alors essay6 des precipitations a l’acdtone qui ont donne 
de bons rksultats. Par un premier fractionnement, dam de larges 
limites (37 B 60%), nous avons &mint! la plus grande partie du sul- 
fate d’ammonium provenant du stade precedent. Puis, par deux nou- 

l) L. H .  Ford 6% S. Peat, SOC. 1941, 856. 
2, G. Noelting, These Universith Genhe  No 1104 (1950). 
3, 8. Schwimmer 6% A. K. Balls, J .  Biol. Chem. 176, 465 (1948); 179, 1063 (1949). 

21 
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velles precipitations, k pH 5,  puis a pH 7,8 en presence d’acetate 
d’ammonium, nous avons finalement obtenu un produit qui n’a mon- 
tr6 qu’une seule composante a l’dlectrophorhse B diffdrents pH (pH 3,5; 
8,O).  Le degre de puret6 a ce stade est de 1500 mg maltose/mg d’azote. 
Le produit ne contient ni sucres ni polysaccharides. Le tableau I rap- 
porte les rendements et enrichissements obtenus B chaque stade de la 
purification. 

Tableau I. 

Stade 
Rendement 
par rapport DegrB Enrichisse- 
au produit de purete ment 
de depart 

Operation 

- 1 Diastafor . . . . . . .  
I Traitement acide. . . .  

11 Sulfate d’ammonium . . 
IV Acetone11 

. . . . . .  I11 Acetone I .  

. . . . . .  
V AcBtone I11 . . . . . .  

Cristallisation et recristallisation. 
Le produit obtenu B la derni&re prdcipitation est dissous dans 

l’eau et port6 B 0,24 de saturation par addition de sulfate d’ammo- 
nium solide. Le pH se trouve abaissd du m&me coup B 6,3. Cette solu- 
tion est concentrde au vide sur du silicagel avec agitation, B une 
temperature inferieure B 5 O .  Aprh quelques heures, la solution se 
trouble, et aprhs une quinzaine d’heures, on observe la presence de 
cristaux quadrangulaires encore accompagnes de materiel amorphe. 
On continue l’agitation pendant une semaine, sans concentration, puis 
on centrifuge. Le culot redissous dans l’eau est recristallise de la 
m&me manihre. On obtient alors des cristaux carres ou rectangulaires 
de p-amylase de malt (fig. 3 ) .  

- 100 - 
70% 130 173 
53% 170 1,7 
45% 280 2 3  
32 % 650 6,5 
10% 1500 15 ,O 

Fig. 3. 
B-amylase de malt cristallise. (850 x ) 
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Nous avons mesurd l’activitd par mg d’azote protdique des cristaux 
et des eaux mBres de plusieurs recristallisations successives. Comme 
l’indique le tableau 11, le produit trois fois cristallisd a une activitd de 
1650 mg maltose/mg d’azote sensiblement Bgale dans les cristaux et 
dans lee eaux-mitres et on peut done admettre que c’est bien la ,8-amy- 
lase qui se trouve A 1’Btat cristallisd. 

Tableau 11. 

l8re cristallisation . . . 
28me cristallisation . . . 
38me cristallisation . . . 

% d’enzyme Degre de puretb Operation I cristallise cristaux I eaux-m8res 

69 1600 1360 
78 1640 1460 
61 1650 1640 - 

Partie exp6rimentale. 
Purification de la B-amylase. 

Eau: Distillbe sur BaO avec refrigerant en Btain. 
Acktone: Redistillbe sur permanganate e t  carbonate de sodium; puretb 98%. 
Centrifugations: B 3000 t/min. sauf indication spbciale. 
Tempkrature: Toutes lee operations ont lieu B une temperature comprise entre 0 et  50; 

les fractionnements se font dans un bain de glace fondante. 
Produit de dkpart: ((Diastafor)), extrait de malt de la maison Wander B Berne. C’est 

un produit brun, visqueux et  collant, riche en sucres reducteurs, en a et  @-amylase, e t  qui 
contient encore des proteines e t  des polysaccharides constituant le grain d’orge. Densite 
moyenne: 1,7 environ; activite1) a+ B-amylases: 1500 B 2500 mg maltose/g diastafor; 
sucres reducteurs: 400 B 700 mg maltose/g diastafor; azote (Kjelahhl): 15 B 25 mg par g de 
diastafor; degrk de puretk: 100 B 125; rapport2) PS/PD = 23 B 25. 

1 kg de diastafor est suspendu dans 2 1 d’eau distillbe. On obtient ainsi 2700 cm3 d’un 
extrait. Activite (a+ ,&amylases): 560 mg maltose/cm3; azote: 5,6 mg/cm3. 

Stade I :  Le pH de l’extrait est amen6 8, 3,6 par 250 cm3 d’acide acktique 8-n. SOUS 

agitation modkrke. On laisse agir pendant 30 min., puis centrifuge 15 min. Le prkcipitb 
contient de l’a-amylase dknaturee. La solution surnageante a un volume de 2400 01213. 

Activite (@-amylase): 470 mg maltose/cm3; azote: 3,6 mg/cm3; rapport PS/PD = 62. 
Stade 11: On a m h e  le pH de la solution prkckdente A 4,5 par addition de 300 cma 

d’ammoniaque 4-n. On ajoutc alors d’un seul coup, sous agitation, du sulfate d’ammonium 
jusqu’B une concentration de 0,6 sat. On agitc encore pendant 20 min., puis centrifuge 
A la supercentrifugeuse Sharples (50000 t/min.). Le culot est repris par l’eau distillbe. 
On klimine par filtration sur Filter-Cel une importante fraction insoluble et porte le filtrat, 
qui contient la B-amylase, B 600 cm3 (pH ajuste 21 5,O par quelques gouttes d‘ammoniaque 
0,l-n.). Activite: 1330 mg maltose/cm3; azote: 7,8 mg/cm3; teneur en sucres rkducteurs 
apr8s hydrolyse : moins de 1 % . 

Stade 111: La solution du culot du stade I1 (600 cm3) est additionnee de 360 cm8 
d’acetone jusqu’B 37X3). On agite encore 10 min. e t  centrifuge 10 min. Le culot eat 
rejete e t  la solution amenbe 60% par 590 cm3 d’acbtone. On attend 10 min. et  centrifuge 
10 min. La solution sumageante est rejetee e t  le cdot  dissous dans 400 cmS d’eau. Le pH de 
la solution est de 5,O. Activite: 1700 mg maltose/cm3; azote: 6,l mg/cm3. 

l) G. Noelting & P .  Bernfeld, Helv. 31, 286 (1948). 
2) P. Bernfeld & N.Fuld,  Helv. 31, 1420 (1948). 
3) Le pourcentage indique la teneur finale en acbtone. 
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Stade I V :  La solution du stade I11 est additionnke de 275 em3 d’acktone jusqu’8 
40%. On laisse agiter 10 min. e t  centrifuge 10 min. Le culot est rejetk. La solution est portke 
B 50% par 145 em3 d’acetone, laissee 5 min., puis centrifughc 10 min. Le culot est repris 
par 150 em3 d‘eau. Activitk: 3000 mg maltose/cm3; azote: 4,6 mg/cm3. 

Stade V :  On ajoute b la solution du culot stade IV 4 om3 d’une solution 5-n. d’acktate 
d‘ammonium 3, p H  7,s. Puis le volume est port6 b 200 em3 et  le pH ktabli b 7,s par quelques 
gouttes d‘ammoniaque 0,I-n. On prkcipite alors par 217 om3 d’achtone jusqu’b 51%, agite 
5 min. c t  centrifuge 10 min. Le culot est rejetk e t  la solution portke L 56% par 50 em:’ 
d’ac6tone. On agite e t  centrifuge comme prkckdemment. Le culot est dissous dam 15 ern? 
d’eau. Activitk: 9350 mg maltose/cm3; azote: 6,2 mg/cm3; teneur en protkines: 4,5y0 
environ. 

Cristallisation et recristallisation. 

La solution du culot du stade V est amenbe b 0,24 sat. par du sulfate d’ammonium 
Bolide, puis concentrke ail vide sur silicagel avec agitation moderke pendant 24 h. ii 3O. 
On interrompt le vide et  agite encore pendant une semaine, puis centrifuge le materiel plus 
ou moins parfaitement cristallis6. Le culot se redissout complbtement dans un peu d’eau. 
On ajoute quelques cristaux de sulfate d’ammonium jusqu’au premier trouble que l’on 
dissipe par une goutte d’eau. On concentre comme prhcBdemment e t  obtient des cristaux 
quadrangulaires de ,!?-amylase de malt. 

ContrGle de l‘absence des Sucres et pol:jsaccharides. 

1 cni3 d’une solution contcnant 45 mg dc /3-amylase cristalliske additionnb dc 1 em3 
d’acide chlorhydrique n. est chauffk L reflux 3, 100O pendant 3 h. dans un courant d’azote. 
Aprhs hydrolyse, on neutralise par environ 1 em3 d r  NaOH n. e t  complhte lc volume b 
4 om3 par de l’eau distillke. On mesure colorimktriquement le pouvoir rhducteur sur une 
prise de 2 em3 au moyen de l‘acide dinitro-3,5-salicylique. L’extinction &ant nulle, aucun 
sucre n’a pu stre dkcelk. E n  tenant compte de la sensibilitk de la mkthode, la tencur en 
sucres est en tous cas infhieure 8 0,1 mg de glucose pour 45 mg d’enzyme. 

Ces recherches ont k t k  effectukes avec l’aide dcs credits ouvcrts par la ConfhdBration 
en vue de crEer des possibilites de travail. 

RIZS UME. 

La purification et la cristallisation de la @-amylase de malt par- 
tir d’un extrait de malt commercial sont ddcrites. 

AprBs destruction de l’oc-amylase en milieu acide et Blimination 
des sucres et  polysaecharides par prdcipitation au sulfate d’ammo- 
nium, la p-amylase a btb purifiBe par diffbrents fractionnements h 
l’ac8tone. 

L’enzyme a B t B  cristallis4 aprks un enrichissement d’environ 
15 fois. On en obtient 450 mg b partir d’un kg d’extrait, avee un 
rendement total de 10 yo. 

h p r h  trois cristallisations successives, lc degrB de puretd (activitP/ 
azote) des eaux meres atteint pratiquement cclui du produit cristsllisk. 

Laboratoires de chimie organique et inorgariique 
de 1’UniversitB de GenBve. 




