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35. Contribution ?I 1’Ctude de 1”-amylase de malt. 
Sur les enzymes amylolytiques XVII1) 

par Ed. H. Fischer e t  C. H. Haselbach. 
(21 XI1 50) 

Depuis les travaux de MamAxr2), Bozlrquelot3), Wijsman4) et 
surtout aprk  les experiences de Kuhn5) et OhZsson6), la plupart des 
auteurs’) ont admis l’existence dans le malt de deux amylases diff6- 
rentes. 

Pour pouvoir comparer les propriBt6s de 1’~-amylase de malt pure 
d’une part a celle de la ,9-amylase de malt, et d’autre part B celles 
des a-amylases d6ja obtenues 1’6tat pur et cristallisk, soit les a-amy- 
lases de pancreas de pore*) de salive humaineg), de pancreas humainlo) 
et, de bactkrie (B. subtilis)ll), nous avions entrepris son isolement. Au 
cours de ee travail, Schwimmer & BaZZs ont annonce la cristallisation 
de I’M-amylase du malt12), alors que nous reussissions a en cristalliser 
la ,%amylase (voir communication prbcedente). Dam leur mdthode 
de purification, Schwimmer & Bulls ont notamment utilis6 une ad- 
sorption selective de l’enzyme sur de l’amidon. 

hprks avoir constate que cette methode &legante ne pouvait 
pas s’appliquer A notre produit de depart habituel, le ((Diastafor 

l) Prbcedente communication, Helv. 34, 316 (1951). 
2, M. Marcker, C. 1878, 559. 
3, E.  Bourquelot, C. r. 104, 576 (1887); Ann. Inst. Pasteur I, 337 (1887). 
4)  M .  H.  P. TYijsmn, R. 9, 1 (1890). 
6 )  R. Kuhn, B. 57,1965 (1924); A. 443, 1 (1925). 
6, E. Ohlsson, C. r. lab. Carlsberg 16, 7 (1926); 2. physiol. Ch. 189, 17 (1930). 
7, G. A .  van Klinkenberg, 2. physiol. Ch. 209, 253 (1932); 212, 173 (1932); G.  Nordh 

CP. E .  Ohlsson, Z. physiol. Ch. 204, 89 (1932); H.  Lders d W. Riimmler, Wochenschr. f. 
Brauerei 50, 297 (1933); 52, 9 (1935); J .  L. Teller, J. Biol. Chem. 114,425 (1936); J .  Hom, 
A. Blak d B. Bruue, Z. physiol. Ch. 241 , 273 (1936); 250,104 (1937); M .  Samec & M .  Blinc, 
Koll. Beihefte 49, 75 (1939); C. S. Hanes, Canad. J. Research 13R, 185 (1939); W . Z .  
Hassid & R. M .  McCready, Am. Soc. 65, 1157 (1943); R. H .  Hopkins, R. H .  Murray & 
A .  R. Lockwood, Biochem. J .  40, 507 (1940); R. H.  Hopkins, B. Jelinek & L. E. Harrison, 
Biochem. J. 43, 32 (1948); E.  Kneen & R. M .  Sandstedt, Cereal Chem. 18, 237 (1941); 
E.  Kneen, Cereal Chem. 21, 304 (1944); K .  Myrbaek & N .  0. Johansson, Arkiv for Keml 
20A, Nr. 6, 1 (1945). 

8 )  K .  H .  Meyer, Ed. H .  Pischer d P. Bernfeld, Exp. 3, 106 (1947); Ed. H .  Fischer & 
P. Bernfeld, Helv. 31, 1831 (1948). 

g, K .  H. Meyer, Ed. H .  Fischer, P. Bernfeld d A .  Staub, Exp. 3, 455 (1947); Helv. 
31, 2158 (1948). 

l o )  K.  H .  Meyer, Ed. H.Fischer, P. Bernfeld & F .  Duckert, Arch. Biochem. 18, 203 
(1948); Ed. H .  Fischer, F .  Duckert d P. Bernfeld, Helv. 33, 1060 (1950). 

11) K .  H .  Meyer, M .  Puld & P. Bernfeld, Exp. 3, 411 (1947). 
12) S. SchzL.irnrner & A. K .  Balls, J. Biol. Chem. 179, 1063 (1949). 
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Wandera, nous l’avons utilisee avec succbs en partant d’un extrait 
d’orge germde frafchement prepare1). 

Proprie’te’s de l’enxyme pur. 
Nature prote’ique. Comme Balls l’a constate, l’enzyme presente 

les reactions habituelles des proteines. I1 a une teneur de 13’4% 
d’azote et moins de O , O l %  de phosphore. 

Teneur en soufre. D’aprbs Proskuryakov et coll. ,), l’enzyme con- 
tiendrait des groupes -SH qui seraient indispensables a l’activit6 
enzymatique. Or, si effectivement les reactifs specifiques des groupes 
-SH, tels que l’acide chloromercuri-4-benzoique ou le chloromercuri- 
4-pheno1, ambnent une desactivation de l’enzyme, celle-ci se fait 
beaucoup plus lentement que sur la 6-amylase (WeilZ d? CaldweZZ3). 
De plus nous n’avons pas rhss i  constater une reactivation de l’en- 
zyme par traitement par H2S, HCN et c y s t h e .  

Par contre, la reaction trbs sensible de Chargaff4) pour les acides 
aminhs contenant du soufre est resthe totalement negative sur un 
hydrolysat de l’enzyme. Celui-ci contient done moins de 0,05% de 
soufre soit moins d’un mole de soufre par molecule d’enzyme (P.M. = 

59.5005)), et l’on peut admettre quc, comme pour les a-amylases 
animales, l’cr-amylase de malt no contient pas de soufre. 

Activite’ en fonction du pH.  L’enzyme est actif entre les pH 3’0 
et 8’7 avec un palier correspondant a l’optimum d’activitd entre 
pH 4’7 et 5’4. Ce palier n’apparait qu’au cours de la purification 
comme l’indique la figure 1. 

Activite’ en fonction de la tempkrature. L’optimum d’action se 
trouve entre 60 et 55O (fig. 2). L’energie d’activation A a B t B  ealculhe 
d’aprbs Arrhenius selon l’equation : 

- ~- -~ I n k  - A qui par integration donne 
d t  RT2 

oh k, et k, representent des constantes de vitesse de reactions aux 
temperatures T, et T,. 

Nous n’avons pourtant pas exprim6 la vitesse de la reaction par 
ces constantes car, particulibrement dans le cas des amylases, l’ordre 
de la reaction est tr&s peu d4fini. En effet, lors de la scission d’une 
des liaisons ~(-1’4 glucosidiques reliant entre elles les restes de glucose 

1) Nous remercions vivement M. le Prof. A. K .  Balls de nous avoir fourni des 

2 ,  N .  I .  Proskuryakov & A .  A .  Polyanskaya, Doklrtdy Akad. Nank. S. S. R.R. 61, 

3, C.  E. Weill & M .  L. CaZdwelZ, Am. SOC.  67, 214 (1945). 
4, E. Chargaff, C. Levine & C. Green, J. Biol. Chem. 175, 67 (1948). 
5 ,  S. Schwimmer & A. K .  Balls, J. Biol. Chem. 179, 1063 (1940). 

cristaux d’amorpage. 

487 (1948); C. A. 43, 260 (1949). 
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qui constituent la chaine du polysaccharide, il se forme aux ddpens 
d’une molecule de substrat primitive, deux nouvelles moldcules qui, 
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Fig. 1. 
Activitk de l’a-amylase de malt pure en fonction du  p H  
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Fig. 2. 
Activite de l’m-amylase de malt pure en fonction de la temperature (pH 5,3). 
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pouvant &re h leur tour attaqui!es, constitueront deux nouvelles 
molBcules de substrat. Ainsi, lors de chaque scission enzymatique, 
alors que le nombre total des liaisons glueosidiques et le poids mold- 
culaire du substrat diminuent, le nombre m&me de ces molBcules 
augmente. 

Nous avons donc exprime la vitesse de la rdaction par la con- 
centration des groupes rkducteurs form& par minute, dam les condi- 
tions habituelles du dosage d’aprks 

oh v = mg maltose/niin. 

rbactions, en donnant ti k la valeur: 
Nous avons bgalement calcul6 la chaleur d’activation d’apr8s les constantes des 

1 k = ~ t a - x  
lg -5 pour une rciaction monomolbculaire, 

oh a = concentration initiale du substrat 
a-x = concentration du substrat au temps t. 

En considerant aver Rrnstroml) que la vitesse do reaction devient beaucoup plus 
lente lorsque 75% du substrat ont 6th d6grad6s, nous avons donn8 ti a une valeur kgale 
ti 75% de ~a valcur rielle, comme s’il n’y avait que cctte fraction du substrat qui puissc 
&tre utilis6e. 

Nous avons trouvi! qu’entre 0 et 40° l’dnergie d’activation de l’cr- 
amylase de malt est de 7050 cal/mole (fig. 3) (8050 calculi! selon Ern- 
stroml)). La valeur de 12300 citke pa.r 8ixer2) a 6 th  trouvhe par 
Ernstrom pour l’((amy1ase de malt I), c’est-&-dire pour un melange 
d’cr- et de p-amylase. Notre valeur de 7060 cal/mole est infhrieure a 

lrVl------ 

40 30 20 10 0 ‘C 

i2 33 34 35 3b 37 +. lo4 

Fig. 3. 
Logarithme de la vitessc de &action de l’a-amylase de maIt pure en fonction de l’inverse 
de la temperature absolue (calculbe B partir de la courbe de l’activit6 en fonction de la 

tempkrature). 

l) E. Ernstrom, Z. physiol. Ch. 119, 190 (1922). 
2, 1. W .  Sizer, Adv. in Enzymol. 3, 49 (1943). 
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l’dnergie d’activation de 16 500 trouv6e pour l’amylase humaine cris- 
tallisde. Or, l’activitd par unite de poids de l’a-amylase de malt est 
prks de 3 fois inf6rieure celle de l’amylase humaine pure. Cette con- 
tradiction s’explique par le fait que l’affinit6 de l’enzyme vBg6tal 
pour le substratum est bien infdrieure B celle de l’amylase animalel). 

Entre 45O et 55O, l’activit6 reste pratiquement constante sans que 
ceci soit dii a une destruction de l’enzyme au cours du dosage. Effec- 
tivement, l’enzyme maintenu a 55O pendant des temps supkrieurs a 
ceux du dosage, possPde la m6me activit6 qu’au ddpart (dosage initial 
et final a 20O). 

Activite’ en fonction de la teneur en sels. Les ions C1’ ne sont au- 
cunement necessaires & l’activit6 de l’a-amylase de malt, ce qui dis- 
tingue cet enzyme des amylases animales. Par contre, comme l’a 
trouvk BaZZs, l’cc-amylase de malt est totalement inactive en l’absence 
de Ca.. . Les solutions d’enzyme seront done dksactivkes par toutes 
les substances d6plaqant les ions Ca” en solution. 

Nous avons dtudi6 l’action du (( Complexon I1 )) (acide 6thylBne- 
diamine-tdtracarboxylique) sur les solutions d’enzyme. A pH 6 l’en- 
zyme est totalement ddsactivd aprBs 30 min. dans une solution de 
((Complexon 11)) 0,05-m. On peut r6activer SO% de l’amylase par 
dialyse contre une solution saturke de SO,Ca. Comme nous avons 
constat6 que la ,&amylase de malt n’est pas d6sactivde par le ((Corn- 
plexon 11)) (l’ion Ca“ n’6tant pas n6cessaire a son activitd) nous avons 
pens6 que cette mdthode nous permettrait de doser shparement ces 
deux enzymes dans les extraits de malt. Malheureusement, nous avons 
trouv6 que dans un tel extrait, il semble n’y avoir aucune d6sacti- 
vstion de l’a-amylase de malt, m6me en prdsence d’un grand excBs de 
((Complexon I1 D. Nous ne savons pas exactement comment s’effectue 
cette action protectrice dc l’enzyme, par les autres substances pr6sentes. 

Fig. 4. 
Stabilit6 de l’a-amylase pure A 25O en fonction du pH 

I1 aprk 2 heures. I aprks 30 minutes. 111 aprks 18 heures. 

I )  P. Bernfeld & H .  Studer-Pkcha, Helv. 30, 1904 (1947). 
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Stabilite’. Les solutions aqueuses de l’u-amylase de malt pure sont 
trhs stables. Aucune perte d’activite n’est constathe h, 25O entre 
pH 4’9 et 9,l. On peut garder sans desactivation des cristaux d’a- 
amylase de malt pendant plus d’une annee lorsqu’ils sont suspendus 
dans une solution de (NH,), SO, B 0’6 de saturation. 

Solzcbilite’. Contrairement aux amylases animales, l’u-amylase de 
malt est extrhmement soluble dans l’eau (solubilith > 1 0 %  h, pH 6). 
I1 est impossible de cristalliser l’enzyme B partir d’une solution 
aqueuse en l’absence de sels. 

Point isoe‘Zectripue. I1 est situ6 au pH 5’70 f 0’1. Dans la figure 5 
on trouvera la mobilite Blectrophoretique de l’enzyme en fonction dn 
pH du c8t6 alcalin du point isodleetrique. 

6 7 8 9 PH 

Fig. 5. 
Mobilitks 6lectrophorBtiques de I’cx-amylase de malt en fonction du pH. 

Le spectre d’absorption. Comme pour les a-amylases animales, le 
spectre d’absorption de l’a-amylase de malt dans l’ultraviolet prk- 
sente un maximum B 280 mp et un point d’inflection B, 292 mp. 

Comparaison de Pa-amylase de  malt avec l’u-am ylase humaine. 
Le tableau 1 resume et compare les principales proprietes de l’u-amy- 
lase de malt avec celles de l’a-amylase humaine. 

L’a-amylase de malt pure possbde un quotient d’activite par 
azote de 2300, contre 6400 pour I’a-amylase humaine, 4000 pour 
l’a-amylase de porc et 3600 pour l’a-amylase de bacterie. Comme les 
amylases humaines, elle ne contient ni P ni S ,  et possbde pratique- 
ment le mhme spectre d’absorption dans l’ultraviolet. Par contre, elle 
se distingue nettement des amylases humaines par son optimum” de 
pH d’action, sa stabilite en fonction du pH, son Bnorme solubilitB 
dans l’eau a pH g 7 et son activation par Pion Ca“. Enfin le quotient 
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pouvoir saccharogbne/pouvoir dextrinogkne &ant identique A, celui 
des autres a-amylases, l’a-amylase de malt doit posshder la m6me 
action enzymatique sur les eomposants de l’amidon, quoiqu’elle soit 
chimiquement diffdrente. 

Tableau 1. 

a-amylase 
de malt 

Activitb par mg d’azote . . . . . . .  
Teneur en azote . . . . . . . . . .  
Teneur en P . . . . . . . . . . . .  
Teneur en S . . . . . . . . . . . .  
pH optimum d’action. . . . . . . .  
Stabilitb enfonction du p H  . . . . .  
Energie d’activation entre loo et  300 . 
Solubilitb dans l’eau A 2OC e t  b pH 7 . 
Mobilitb 6lectrophorBtique B p H  7,9 . 

Spectre d’absorption . 
(tamp. v&r.-acbt. p = 0, l )  

Maximum . . . . . . . . . . . .  
Point d‘inflection . . . . . . . .  

pouvoir saccharog&ne I 
Quotient - -. _ _ ~ -  

pouvoirdextrinoghe ’ . . I 
Activation par CI’ . . . . . . . . .  
Activation par Ca“ . . . . . . . . .  

2350 mg maltose 
13,4% 2) 

O,Ol% 2) 

< 0,05% 
4,7-5,4 
4,9-9,l 
7050 cal/mole. 
> 10% 
3,l . om2 
sec.-l volt-l 

280 m p  
292 mp 2, 

9,s i 092 

a -amylase I) 

humaine 

6400 mg maltose 
15,8% 
0901 Yo 

0% 
629 
4,5-11 
16500 cal/mole. 
023% 
3,l  * cm2 
sec.-l volt-l 

280 m p  
292 mp 

995 rt 092 

+ 

Part ie  e xp Qrim e n t a1 e. 
Dosage d’activitk. On dose l’enzyme en laissant agir 1 cm3 de sa solution pendant 

3 min. 8. 20° sur 1 cm3 d’une solution d’amidon Zulkowsky B l%, tamponnee B pH 5,3 
(acide acittique-acittate 0,l -m.). Les groupes reductcurs ainsi formbs sont doses colorimit- 
triquement par I’acide dinitro-3,5-salicylique3). L’activite de l’enzyme est exprimbe en 
mg de maltose form& dans les conditions du  dosage; son degrit de puretk par le quotient 
mg  maltose/mg azote Kjeldahl. 

Prdpration de I’extrait d’orge germ!. 1 kg d’orge (Isaria) est soigneusement lave B 
l’eau courante, puis trempit pendant 48 h. dans l’eau pour que les grains puissent gonfler. On 
place ensuite les grains dans une marniite pour les laisscr germer. Pour que la germination 
se fasse rbguliArement, on les transvasera 2 fois par jour dans un autre recipient tout en 
les remuant dt5licatement pour ne pas briser les germes. La germination est terminbe 
apr&s 4 jours B 20°. Les grains germ& sont ensuite suspendus dans 2 1 d’eau et  broybs 
pendant 5 min. par petites portions dans un aWaring Blendor)). L’extrait est centrifugt?, 
puis purifib selon Schwimmer & Balls2). 

Fractionnement de l‘extrait. 
Stade I .  1800 cm3 de l’extrait brut trouble de pH 6,3 sont port& dans une marmite 

en aluminium ot sous lente agitation B 70°, puis maintenus pendant 10 min. B cctte tem- 

1) P. Bernfeld, F .  Duckert & Ed. H .  Fischer, Helv. 33, 1064 (1950). 
2, 8. Schwimmer & A .  K.  Balls, J. Biol. Chem. 179, 1063 (1949). 
3) K .  H. Meyer, Ed. H.  Pischer & P. Bernfeld, Helv. 30, 64 (1947). 

____ 
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pBrature. Sans refroidir, on ajoute 20 g de ccceliten et  filtre sur un grand Buchner. On 
recueillc 1770 (31113 d’un filtrat brun, limpide, qu’on refroidit entre 0 et  loo. Activitk totale: 
175000 mg maltose, degri! do purete 40 A 60 nig maltose/mg d’azote. 

Stade 11. On ajoute au filtrat pr6c6dent 570 g de sulfate d’ammonium solide, rajuste 
le pH qui tombe lors de cette addition i 5,4, et  continue l’agitation pendant 2 h. On ajoute 
10 g de ~Celiten et  filtre. On rince le produit sur le filtre avec 50 em3 d’une solution L 0,4 
de saturation en sulfate d’ammonium, puis on l’essore. Le gbteau est suspendu dans 50 om3 
d‘une solution saturee en CaSO, ct on Blimine la ctCeliten par filtration. On obtient 59 em3 
d’une solution brune, foncbe, contenant une activitk de 76000 mg maltose e t  presentant un 
degrB de puretB de 160 mg maltose/mg N. Rendement en activite: 400/,, enrichissement 
de 3 A 4 fois. 

Stude Ill. On ajoute aux 59 cm3 obtenus 59 em3 de methanol L 80 vol.-% centrifuge 
le sulfate de calcium qui cristallise et verse la liqueur sur une eolonne A chromatographier 
de 4 em de diam., contenant un mklange homogbne de 40 g de Filter-Gel e t  40 g d‘amidon 
de ma% dkgraissi! (remplissage h sec). La colonne est soumise h un faible vide. On la lave 
ensuite avec environ 150 om3 d’une solution de m6thanol L 40% contenant 2 g/1 de CaC1, 
jusqu’8. ce que la solution reste ineolore, ce qui est indispensable pour permettre la cristal- 
lisation de l’enzyme dans 1’Bluat. On 6Iue I’enzyme par de I’eau distillbe en recueillant des 
fractions d’environ 30 em3 sur lesquelles on dose succcssivement c t  l’activiti: enzymatique 
et  I’absorption dans I’ultraviolet. On reunit e t  garde pour la cristallisation les fractions 
qui possl?dent un quotient activitt5/100 Jog extinction3 2 (mesur6 au Beckman ZL 280 mp, 
cuve de 1 cm). Rendement total en activitk dans l’Bluat: 70 L 80%. Activiti! dans les 
fractions que 1’011 garde: 35000 mg maltose, soit 55% de la totalit&. Degrk de puret6: 
env. 1800 mg maltose/mg N. 

Stade 1V.  Les fractions r6unies (96 em3) sont additionnees de 43 g de sulfate d’am- 
monium solide, agitees pendant 30 niin. puis filtrees en presence d’env. 1 g de Filter-eel. 
Le prBcipitk est suspendu dans 8 em3 d’une solution demi-satur6e en sulfate de calcium, 
on filtre e t  rime le filtre avec 2 cm3 de la mbme soli~tion. 

Cristallisation et recristallisation. Le filtrat limpide et  incolore (pH 5,4) est addi- 
tion& de sulfate d’ammonium solide jusqu’au premier trouble, puis lo pH est ajusti: 
L 5,9-6,0 par NH,OH 0,l-n. On Blimine le premier trouble par centrifugation et  aban- 
donne la liqueur surnageante limpide dans un dessicateur, sous un faible vide et  en prB- 
sence de silicagel, B 30O et  sous lente agitation. Aprbs 48 h., on centrifuge la suspension 
contenant en plus des cristaux d’amylase de l’cc-amylase sous forme de prbcipitir amorphe, 
ainsi que des produits d6natur6s. Le culot est repris dans environ 3 em3 d’eau, on Blimine 
les produits dBnatusBs insolubles par centrifugation et rajoute L la liqueur limpide une 
solution satur6e en sulfate d‘ammonium et  de calcium de pH 6,0 (prBparke en dissolvant 
le sulfate d’ammonium dans line solution prealablement saturee en sulfate de calcium). 
Cette solution est mise A cristalliser comme pr6chdemment. 

Aprbs une recristallisation de l’enzyme, on n’obtient gu&e plus de 10 mg de produit 
cristallis.4 d’un degr.4 de puretB de 2300 mg maltose/mg N, en partant d’un kilo d’orge. 
I1 faut au moins recristalliser le produit 3 fois de suite pour obtenir des cristaux qui ne 
soient pas accompagnes de mat,kriel amorphe. 

Recherche8 sur les groupes - SH.  
1. Action de I’acide chloromercuri-4-ben~o~~~e ( I ) .  On dissout 712 mg (0,002-m) dc 

I dans 100 em3 d’eau qu’on neutralise par 2 em3 de NaOH-n. On fait agir a 200 1 em3 
de cette solution sur 1 em3 d’une solution d’enzyme b 1400 mg maltose/cm3 en pr6sence 
de 8 em3 d’un tampon ac6tate 0,2-m. de pH 5,3. On dose I‘activitB en prBlevant des 
prises de 10 en 10 min. On repiite les memes essais avec des solutions 10 et  100 fois plus 
dilu6es en I. 

2. Essais cle rduactivation sur les produits purtiellement ddsactivls par I. Lcs solutions 
d’enzyme ayant perdu env. 800/, de leur activite (apr8s un contact de 180 min. avec I) 
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sont additionnkes d’un m6me volume d’une solution saturhe en H,S, de cystkine ou 
KCN 0,l-n. (solution ajust6e a p H  5,3). On dose l’activit6 sur les prises effectukes de 
10 en 10 min. L’hydrogitne sulfurk, la c y s t h e  ou le KCN g6nant les dosages d’activitk 
par la methode colorimktrique A I’acide dinitro-3,6-salicylique, nous avons dti appIiquer 
la mkthode de Bernfeld-Fuldl) basee sur la coloration que prend l’amidon avec l’iode a 
diffbrents degr6s de dkgradation. I1 faut Cvidemment oxyder l’excits des adjuvants par 
un excits d’iode avant que la coloration n’apparaisse. 

Dans un autre essai nous avons klimink l’excits d’H,S en congelant, puis en subli- 
mant au vide poussi: la solution B la fin du dosage, aprits avoir bloquk la reaction enzy- 
matique par 2 ems d’ae. acktique normal. 

3. Hydrolyse de la protkine pour le dosage des groupes - S H .  10 mg d‘enzyme cristal- 
list5 sont additionnks de 3 cm3 de HCl 6,7-n. dam un tube que I’on scelle. Le tube est 
place 24 h. B117O, refroidi e t  la solution brun$tre concentriie au vide en presence de KOH. 
Le rksidu est repris dans 1 em3 d’eau et  de nouveau concentrk B sec, puis redissous dam 
0,2 em3 d’eau. On effectue la recherche des groupes - SH sur cette solution en appliquant 
la mkthode qualitative de Chargaff2), qui consiste B examiner la decoloration d’une solu- 
tion d’iode en presence d’azide de sodium, dBcoloration fortement catalyske par la pr6- 
sence d’acides aminks contenant des groupes - SH. 

Lcs activitks en fonction du p H  et  dc la teniphrature, e t  la stabiliti: de l’enzyme 
en fonction du pH ont k t k  i:tudii:cs de la m6me maniitre que pour l’a-amylase de salive3). 
I1 faut cependant 6viter l’emploi de tampons pouvant fixer l’ion Ca“, comme c’est le cas 
pour les tampons citrates et glycocolle. Lea mobilites BlectrophorBtiques ont e t k  d6ter- 
min6es comme pr6ci:demment dkcrit,). 

Activilk en pre‘sence de Ca”. 
10 em3 d’une solution d’enzymc d’une activiti: de 150 mg maltose/cm3 sont addition- 

ni:s de 10 om3 d’une solution de ((Complexon 11s 0,l-m., pH 6. On dose l’activiti: de 5 en 
5 min. sur des prises aliquotes. AprBs dksactivation totale, la solution restante est soumise 
a une dialyse contre une solution saturke en CaSO, qu’on changera plusieurs fois. La 
dialyse est interrompuc aprits 62 11. et  l’on dose l’activiti: en tenant compte de l’augmen- 
tation du volume de la solution survenue au cours de ce traitement. 

Nous exprimons M. le Profcsseur Kurt H .  Meyer notre vive reconnaissance pour 
ses conseils e t  l’intbr6t qu’il a tkmoignk a ce travail. 

Ces recherches ont &ti: effeetukes h l’aide des crkdits ouverts par la ConfAdBration 
en vue de crker des possibilitks de travail. 

RI~SUMG. 

Les propriktks de I’cc-amylase de malt eristallisde ont k t k  &dikes. 
Malgrd une d6sactivation par des eomposbs ehloromercuriels or- 

ganiques spkcifiques des groupes -SH, l’a-amylase de malt ne con- 
tient pas de sonfre. Cette particularit6 rapproche done cet enzyme 
des a-amylases animales. 

Par contre, son optimum d’aetion entre pH 4,7 et 5,4, son point 
isoblectrique B pH 5,7 et SB trBs grande solubilitk dans l’eau B pH 7 
l’en distinguent nettement. 

1) P .  Bernjeld d? .M. Fuld, Helv. 31, 1420 (1948). 
2) E. Chargaff et  coll., J. Biol. Chem. 175, 69 (1948). 
3) P. Bernfeld, A. Stuub & Ed. H .  Fischer, Helv. 31, 2165 (1948). 
4) Ed. H. Fischer, F .  Duckert d? P .  Bernfeld, Helv. 33,  1069 (1950). 
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Son activite par unit6 de poids est bien inferieure h celle des 
amylases animales. Ceci provient de ce que son affinite pour le subs- 
tratum est faible. Par contre, son Bnergie d’activation de 7050 cal/mole 
entre 0 et 45O ne reprdsente que les 43% de celle des amylases ani- 
males. 

Enfin, l’ion calcium est indispensable h l’activit8 de l’rx-amylase 
de malt. L’enzyme desactive lorsqu’on complexe l’ion Ca.’ par dif- 
ferents reactifs peut &re r6activB par addition de cet ion. L’ion Ca” 
semble donc jouer le m6me r61e dans l’a-amylase de malt que l’ion C1’ 
dans les a-amylases animales. 

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

36. Syntheses d’epoxydes hydroaromatiques VIIIl). 
Anhydride de l’hydroxy-3-tetrahydro-ionone 

par M. Stoll e t  M. Hinder. 
(21 XI1 50) 

Dans un precedent travail2), l’un de nous, en collaboration avec 
L. Rzcxicka & C .  P. Beidel, a montrt5 qu’on pouvait prkparer l’anhy- 
dride de l’hydroxy-3-t&rahydro-ionone (VIII)  en cyclisant la cyan- 
hydrine de la dihydro-ionone-a au moyen d’un melange d’acide sulfu- 
rique concentre et d’acide ac&tique, et en Bliminant ensuite le groupe 
nitrile par saponification et ddcarboxylation dlectrolytique. 

La rdduction des Apoxydes-l,2 au moyen du LiAlH43) offrait 
une nouvelle fapon de prdparer cette substance. Et puisque la rt5ac- 
tion avait lieu en milieu alcalin, elle devait peut-&re meme permettre 
d’aboutir h son isombre stkrique. Toutefois, la reussite de cette syn- 
these ddpendait de la possibilite de preparer 1’8poxyde-3,4 du cdtal de 
la dihydro-ionone-a (111). Or, cette preparation est parfaitement pos- 
sible si on transforme la dihydro-ionone (I) d’abord en Bthylbne-cetal I1 
et ensuite seulement en dpoxyde II14). L’BthylBne-c&al I1 est suffi- 
samment stable pour supporter le traitement A l’acide perphtalique 
sans scission appreciable en &one et glycol. 

l) Communication VI, Helv. 33, 1515 (1950). La communication uOdeur et consti- 
tution IV)), Helv. 33, 1308 (1950), constitue en m6me temps la communication VII de 
cstte s6rie. 

z, Communication 111, Helv. 33, 1245 (1950). 
3) PE. Plattner, H .  Heusser & A .  B. Kulkarni, Helv. 31, 1885 (1948). 
4) I1 n’est pas possible de faire d’abord 1’6poxyde e t  ensuite la chtalisation. 




