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163. Reeherehes sur l’amidon VIII l). 
Bgradation des eonstituants de l’amidon par la P-amylase 

par Kurt H. Meyer, P. Bernfeld et J. Press. 
(1. XI. 40.) 

La 

Les constatations que nous avons pu faire sur les differences 
de constitution des deux constituants de l’amidon - l’amylose et 
l’amylopectine - nous ont orient& vers 1’8tude du mecanisme 
et de la cinBtique de leur ddgradation enxymatique. Nalgr6 le nombre 
tr&s &lev6 de travaux consacres B ces derniers problkmes, on manquait 
en effet jusqu’a present de notions precisex au sujet de la constitution 
du substratum; or, il est evident que cette lacune apportait une sk- 
rieuse entrave aussi bien B l’ex8cution des essais qu’a l’interpretation 
des rksultats obtenus. 

Le present memoire est consacre a la degradation par la /?- 
amylase, sujet oh l’on possedait deja les donnees suivantes. 

Aprh que Kuhn2) ettt constat6 la diversite des amylases du 
pancreas et du malt et eat indique leur classement en amylases a 
et & OhZsson3) montra dans un travail important que l’a-amylase 
(amylase du pancrkas, amylase des glandes salivaires, a-amylase du 
malt) scinde l’amidon en fragments relativement grands, tandis que 
la /?-amylase (principal constituant de l’amylase du malt) forme im- 
mkdiatement du maltose sans attaquer la molkcule d’amidon l’in- 
tbrieur. La ,&amylase s’attaque done aux extremites des chaines 
d’amidon (OhZsso.rz3)), Hanes4), 8amec5)). Elle degrade l’amylose 
integralement, tandis que la degradation de l’amylopectine s’arrete 
aux endroits de bifurcation, un corps residue1 de poids moleculaire 
eleve (dextrine rdsiduelle, Brythrogranulose) restant encore h cBtk 
du maltose. 

rksoudre, concernant 
entre autre le lieu de l’attaque, la cinktique de la dbgradation, la 
coagulation dite enzymatique, etc. 

Dans nos essais, nous avons utilis4 generalement une /?-amylase 
tiree de l’amylase du bl6 par inactivation B l’acide de l’a-amylase 
qu’elle eontenait en faible proportion. Lorsque nous dksirions nous 
adresser h un produit peu charge de substances accessoires inactives 
et possedant une activitk constante pendant un temps plus long, 

Toute une serie de questions sont encore 

l) 11-VII, Helv. 23, 845 (1940). 
2, II. Kuhn, A. 443, 1 (1925). 
3, E. Ohlsson, Z. physiol. Ch. 189, 17 (1930). 
4, C .  S. Hanes, New Phytologist 36, 538 (1937). 
5, A ! .  Samec, Kol1.-ch. Beih. 49, 101 (1939). 
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nous avions recours de preference B la prbparation d’un enzyme 
see purifie par fractionnement h, I’alcool. Kos ferments Btaient 
exempts d’a-amylase, aussi bien d’aprbs le test indiqub par Wijsmanl) 
que d’aprks leur manque d’action sup la dextrine residuelle I (drythro- 
granulose2)) que l’enzyme p debarrass6 d’cr-amylase n’attaque pas. 

L’activitB de nos preparations exemptes d’amylase a a B t B  d& 
termin6e B l’aide d’une solution fraiche d’amidon (produit commer- 
cial selon Zzclkowsky) de la maniere ddcrite en detail plus bas; nous 
avons renonck toutefois B indiquer cette activitb au moyen d’unit6s 
conventionnelles telles que par exemple l’unit6 ((amylase )) de Will- 
st&tter3) ou l’unitk Sf d’Euler et Szranberg4), car l’adoption de ces 
unites est bade sur l’hypothbse d’une reaction monomoldculaire ; or, 
comme nous allons le montrer plus bas, cette hypothese n’est pas 
soutenable. 

Le lieu de la de’gradation. 
La plupart des auteurs admettent que l’attaque enzymatique 

procede non pas du c6tk aldehydique des chaines, mais du c6tB des 
restes terminaux de glucose avec les hydroxyles libres 2, 3 ,  4, 6. Cette 
supposition est corrobor6e particulierement nettement par des 
expdriences de Myrbilck5) ainsi que de Brown et JfiZlar6). I1 n’y 
aurait donc gukre lieu de reprendre cette question si Hayer’) n’avait 
publie rkcemment des expdriences desquelles il tire la conclusion que 
l’attaque a lieu du c6t6 de l’extr6mit8 ald4hydique des chafnes: de 
l’amidon ayant Btd trait6 par de petites quantites d’iode et dans le- 
quel Mayer suppose les fonctions alddhydiques bloqubes par ce 
traitement, n’est en effet pas degrade par la p-amylase. Les expP- 
riences de Mayer ne sont pas trbs convaincantes, car aux concen- 
trations d’iode adoptdes par lui, le pH de ses solutions ne permet 
guere de songer a une oxydation de fonctions aldhhydiques. 11 parait 
bien plus plausible de penser B un empoisonnement du ferment 
par l’iode. C’est en effet ce qui se produit. Nous avons proc8d6 h, 
une oxydation incontestable des fonctions aldehydiques ; ensuite, 
nous avons BliminB l’iode et avons pu eonstater alors une dbgradation 
normale aprks addition de ,&amylase : les fonctions aldehydiques 
libres ne jouent donc pas de r61e dans la dkgradation par la ,&amylase. 
Nous avons pu confirmer ainsi les resultats de Myrbick et les opinions 
avanc6es par Samec et Blincs). 

l) H .  P. Wijsman, Thhse de doctorat, Amsterdam 1889. 
2, Helv. 23, 875 (1940). 
3, R. Willstktter, E. Waldschmidt-Leitz et A. R.F. Hesse,  Z.physio1. Ch. 126,157 (1923). 
4, H. w. Euler et 0. Swanberg, Z. physiol. Ch. 112, 193 (1921). 
5 ,  K. Myrbiick, Bioch. Z. 285, 290 (1936). 
8 ,  H. T. Brown et H .  Millar, SOC. 75, 286 (1899). 
7, K. Mayer, Z. physiol. Ch. 262, 29 (1939). 
*) M .  Samee et 114‘. Bline, Kol1.-ch. Beih. 49, 101 (1939). 
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L’action de la ,&amylase sur l’amylose. 

a) L e  phdnombne de la coagulation dite enxymatique. 
Dans un travail important, Samec et Waldschmidt-Leitxl) ont 

montre que le constituant le plus soluble de l’amidon, l’amylose, est 
entihrement degrade en maltose par la ,&amylase. Nous avons pu 
confirmer ce resultat; dans des essais compares, nous avons t row6 
que toutes les fois que le dosage des groupes terminaux denote des 
ramifications des chaines, la degradation n’est pas int6grale et 
qu’alors la solution ddgradde donne la rdaction caractdristique rouge- 
violacee de la dextrine r6siduelle2). 

Pour realiser l’hydrolyse integrale d’amylose pur non ddgradb, 
il faut ajouter tout de suite a la solution dilude fraiche de l’amylose 
une grande quantitd de ferment. En  procedant autrement, on constate 
une scission incomplhte et l’apparition d’un trouble, gdndralement 
m6me la separation d’un prdcipite insoluble qu’on peut dissoudre 
par addition d’alcali et que la /&amylase peut degrader aprhs la neu- 
tralisation, ce qui prouve que ce prhcipitd est constitue par de l’amy- 
lose. Cette prbcipitation d’arnylose est designee ghnbralement par 
le terme de K coagulation enzymatique I). Pour expliquer ce phbno- 
mbne un peu bizarre, nous pouvons nous reporter 2 i  d’anciennes 
indications de Naquenne et Roux: ainsi qu’a nos observations sur le 
comportement .de solutions d’amylose. Comme Maquenne et Rouz3) 
l’ont constate, de l’amylose s6pard lentement de sa solution aqueuse 
n’est pas attaqu4 par l’amylase de malt. Nous avons trouvd nous- 
m6me que l’amylose brut est plus soluble que l’amylose de poids 
moldculaire plus Bled obtenu par fractionnement ; les fractions de 
poids moleculaire faible ont l’effet de colloides protecteurs pour les 
solutions des fractions de poids moleculaire Bled. On a rencontre 
ce phenomhne de l’accroissement de la solubilitb de termes supdrieurs 
d’une shrie par les termes inferieurs aussi chez des combinaisons de 
types tout B fait differmts ; citons comme exemple particulikrement 
frappant le cas de l’acide palmitique dont la solubilite dans le tetra- 
chlorure de carbone passe du simple au double par l’addition de 1% 
d’acide laurique ( Waentig et Peschek4)).  Pour expliquer la coagulation 
enzymatique, nous pouvons done admettre que dans la solution 
sursaturbe d’amylose mise en ceuvre dans les essais avec les ferments, 
le ferment commence par faire disparaitre des fractions de faible 
poids moldculaire qui servaient de collo’ides proteeteurs des fractions 
de poids moldculaire &lev&; si on leur en laisse le temps, ces dernibres 
se &parent a ]’&tat cristallin et &chappent de cette manikre la dbgra- 

l) M .  Samee et E. Waldschmidt-Leitz, Z. physiol. Ch. 203, 16 (1931). 
$) Helv. 23, 865 (1940). 
3, L. Maquenne et E. Roux, Ann. chim. [8] 9, 179 (1906). 
4, P. Waentig et H. Peschek, Z. physikal. Ch. 93, 521 (1919). 
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dation enzymatique. Cette resistance B I’action de la /hrnylase, due 
B l’agglomdration en de gros paquets, peut se produire aussi dans des 
solutions vieillies avant meme qu’elles contiennent un prdcipitd, 
comme Sameel) l’a soulignd rdcemment et comme nous l’avons 
constatd B notre tour; une solution fraiche d’amylose a 0,18y0 prd- 
sente aprks 15 minutes deja une diminution nette de sa sensibilith 
vis-a-vis de l’amylase. (Essais N o  3 et 4.) 

Si done on lit parfois (cf. par exemple R. Kuhn2) ou Hirst, 
Plant et WiZkinson3) qu’un dchantillon donne d’amylose n’est pas 
entikrement dkgradd par la ,&amylase, ce fait peut &re dB B deux 
causes diffdrentes : il peut s’agjr d’un amylose non-exempt de consti- 
tuants ramifies, ce qui veut dire, d’aprbs notre terminologie, qui 
contient de l’amylopectine. I1 reste alors en solution une dextrine 
rdsiduelle se colorant en rouge B violet avec l’iode. D’autre part, 
l’amylose, m&me &ant pur, peut &re refractaire B l’action de l’en- 
zyme, par suite d’un phenombne d’aggrdgation (vieillissement), ou 
devenir rdfractaire durant l’action enzymatique ; dans ce cas, on 
obtient une coloration bleu-pur avec l’iode. 

b) L a  cine’tiyue de la de’gradation amylotique. 

Plusieurs auteurs ont observe que la quantite de maltose mis 
en liberte par unit4 de temps par la ,%amylase reste constante jusqu’B 
la ddgradation d’environ 40 “4 du substratum (cf. Samec et BZinc4). 
La courbe figurant les quantitds de maltose formdes en fonction du 
temps est une droite: la rdaction est d’ordre zero. Nous n’avons pu 
trouver que des indications qualitatives B ce sujet; en outre, ces 
indications se rapportaient B des produits dont la definition laisse 
a desirer. Nous avons alors entrepris des essais avec plusieurs khan-  
tillons d’amylose et nous avons obtenu des eourbes rectilignes de ce 
genre jusqu’h une ddgradation de 65%, a la condition de travailler 
de telle sorte que le vieillissement rappel6 plus haut ne pAt g h e r  
(essai No 6, fig. 1). Ces courbes reetilignes s’expliquent par la confor- 
mation de la moldeule d’amylose et par le earactkre de la degradation 
enzymatique: si un reste de maltose est &mind b. l’extrdmitd d’une 
chaine, il se produit au moment de la scission un nouveau groupe ter- 
minal identique au prdcddent si bien que la concentration des groupes 
terminaux est aussi constante que celle de l’enzyme. Ce n’est que 
lorsque la dPgradation a abouti l’hydrolyse complkte de certaines 
chaines que le nombre des groupes terminaux commence B diminuer, 
ce qui entraine une diminution de la vitesse de la rhaction. 

1) M .  Samec, Z. physiol. Ch. 263, 17 (1940). 
2, R.  Kuhn, A. 443, 31 (1925). 
3 )  E. L. H i d ,  M .  T .  Plant et  M .  D. Wzlkinson, SOC.  1932, 2379. 
4) M. Samec et M .  Bltnc, Kol1.-ch. Beih. 49, 150 (1939). 



- 1469 - 

Act ion  de l’enxyme sur l’amylopectine et l’amidon de’grade’. 
La degradation de l’amylopectine par la B-amylase n’est pas 

integrale. I1 se forme toujours un corps rbsiduel de poids moleculaire 
eleve, puisque l’enzyme est arrht6 dans son action aux points de bifur- 
cation. Les solutions sursaturees d’amylopectine prkcipitent assez 
rapidement de sorte que cette substance ne se pr&e pas bien a l’etude 
de la cin4tique de h ddgradation par la @-amylase. Un substratum 
plus approprie est fourni par de l’amidon degrade, par ex. de l’amidon 
selon Zulkowsky  dont on connait la preparation par degradation 
dans de la glycerine et qui contient 90 yo d’amylopectine degradee. 
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Fig. 1. 

D6gradation de l’amylose par la P-amylase. (Essai KO 6.) 

L’emploi d’amidons d4grades convenables a l’avantage de supprimer 
les phenomhnes de vieillissement ; il est cependant indiqu4 de cons- 
tater l’absence de l’influence du vieillissement dans chaque echan- 
tillon, en eomparant entre elles des solutions fraiches et vieillies ; 
en effet, on rencontre des produits d’ccamidon soluble)) chez lesquels 
des effets de vieillissement se manifestent. Au lieu d’utiliser une 
solution fraiche, on peut aussi alcaliniser une solution vieille et en- 
suite neutraliser. Car dans une solution alcaline, les associations 
sont desaggregbes. Ce traitement a pour effet de ccrajeunir~~ la solution. 
Dans le cas de l’amidon soluble, la r4action n’est d’ordre z h o  que 
jusqu’k 30-40 yo de degradation; ensuite la vitesse diminue rapide- 
ment. L’enzyme procede par degradation 3i partir des extrdmites 
de chaines; la diminution de la vitesse de rdaction signifie sans doute 
que le nombre des groupes terminaux r4actifs diminue, ce qui sera le 
cas lorsque dans le substraturn, les chaines sont de longueurs variables : 
dans les ramifications relativement courtes, l’enzyme rencontre bien- 
t6t l’obstacle d’une bifurcation si bien que ces rameaux ne prennent 
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plus part 
d’entrer en reaction evplique le ralentissement de la degradation. 

la rkaction. La diminution du nombre de groupes capaibles 

Ddgradations compardes de Pam ylose et de Tam ylopectine. 
En liaison avec nos constatations au sujet des diffdrences de 

constitution des deux eomposants de l’amidon, une observation 
faite par divers auteurs (p. ex. Preemans et Hopkins l )  ou h”amec2)) nous 
a paru interessante; il s’agit du fait que toutes choses &ant Bgales 
d’ailleurs, l’amylose est degrade plus lentement que l’amidon. Pour 
savoir s’il s’agit d’un phenomdne de vieillissement ou d’un effet de 
la diffkrence de constitution, nous avons procPdk des essais com- 
pares avec des solutions fraiches d’amylose et d’amidon soluble. 
Les concentrations respectives d’enzyme et de substratum Btaient 
les mbmes, de manibre fournir des rksultats vraiment comparahles 
(Essais 1 et 3,  Fig. 2.) En confirmation de rksultats deja obtenus 

c- 
/ 

- temps en min. 
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Fig. 2. 

DBgradation comparative de l’amylose (courbe A) et de l’amidon 
soluble (courbe B) par la ,%amylase. (Essais Nos 1 et 3.) 

avec de l’amylose brut, nous avons constatk que des solutions 
fraiches, non-vieillies, d’amylose pur sont Bgalement d6gradBes plus 
lentement que les solutions d’amidon soluble form6 essentiellement 
d’amylopectine d6grad6e. Cela s’explique par le fait que, soit l’amy- 
lopectine, soit l’amidon degrade possedent un plus grand nombre 
de groupes terminaux que l’amylose : h concentrations identiques 
en poids, l’amidon offre a l’enzyme un nombre plus grand de points 
d’attaque que l’amylose; en d’autres termes, le remplacement de 
l’amylose par son poids d’amylopectine revient a une augmentation 
de la concentration du substratum. Des essais comparks de ce genre 
devraient des lors permettre de determiner la teneur en groupes 
terminaux de polysaccharides du type de l’amidon. I1 est vrai que 
cette determination exigerait au prealable la connaissance de la 

l) G. G. Freemans et R. H .  Hopkins ,  Biochem. J. 30, 446 (1936). 
2, M .  Samec et ,M. Blilzc, Kol1.-ch. Beih. 49, 150 (1939). 
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relation entre vitesse de reaction et concentration de substratum 
et d’enzyme, avec plus de precision que ne l’offrent les conclusions 
qu’on peut tirer des observations faites jusqu’a present generalement 
avec des mBlanges d’enzymes (amylase du malt). Nous avons entre- 
pris des essais systkmatiques dans cette direction. 

P a r t i e  expkr imenta le .  
Examen de la p-amylase. 

a) Determination d’activite’. 
On dose l’humidi t B  de l’amidon du commerce (Schering-KaM- 

baum)  selon Zulkowsky par dessiccation dans le vide B 80O. Une 
quantite d’amidon correspondant a 1 gr. C,H,,OG est dissoute dans 
de l’eau; on ajoute 1 em3 de tampon a l’acetate (10,2 em3 d’acide 
acdtique glacial et 30,7 gr. d’acPtate de sodium cristallise au 250 em3 
d’eau; pH = 4’8) et porte a 100 ern3. 25 em3 de la solution fraiche 
d’amidon sont additionnes exactement Q 3.5’0 O dans un erlenmeyer 
(200 cm3) de 1 em3 de la solution d’enzyme portee Bgalement a 35O. 
Aprks 10 minutes exactement, on dose le maltose forme d’aprhs 
Bertrand, en arrBtant a cet effet l’action de l’enzyme par addition 
de liqueur de Pehling. Le pouvoir rkducteur initial de la solution 
d’amidon est determine dans un essai a blanc. La concentration de 
la solution de I’enzyme doit &re choisie telle que l’hydrolyse ne dkpasse 
pas 20%. 

b) Recherche de l’ci-amylase selon Wi j sman l ) .  
On prepare une solution de 8 gr. de gelatine et de 0,5 gr. d’amidon 

selon Zulkowsky dans 99 em3 d’eau et 1 em3 de tampon 8, l’acetate 
du pH 4,8 ; on la laisse se prendre dans des vases Petri. Sur la plaque 
de gelatine solidifiee, on depose plusieurs gouttes de la solution 
enzymatique a examiner et laisse reposer huit jours B environ O 0  
dans une atmosphere de chloroforme. Ensuite, on verse sur le tout 
une solution d’iode 0,052-n. dans de l’iodure de potassium; apres 
30 secondes, on rince la gelatine 8, l’eau distillee. En absence d’a- 
amylase, on voit sur un fond bleu fond  un champ homogene rose- 
violace clair. La presence d’a-amylase se traduit par l’apparition, 
B, l’interieur de ce champ rose-violace, d’un champ concentrique 
incolore. 

c) Recherche de l’nbsence de l’ci-amylase ZC l’aide de dextrine residuelle. 
1 gr. de dextrine residuelle I est dissout dans peu d’eau, on ajoute 

1 em3 de tampon 8, l’acetate et une quantite de solution d’amylase 
contenant environ le centuple de la quantite d’enzyme necessaire 
pour mettre en liberte environ 50 mgr. d’hydrate de maltose en 

l) These de doctorat de H .  P. Wijsman, Description du proc6d6 par G .  A. von 
Klinkenberg, Kon. Akad. Wetensch. Amsterdam, Proc. of Sect. Sci. 34, 893 (1931). 
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10 minutes a partir de 25 em3 d'une solution d'amidon selon Zul- 
kowsky a 1%' au pH 4'8 et 35O. Le volume est port6 100 cm3. 
L'enzyme peut &re consid6r6 comme exempt d'x-amylase si la quan- 
tit6 de maltose form6 ne d6passe pas 10% de l'hydrate de carbone 
mis en amvre, aprks 100 heures d'action a 350. 

Pr4payation de la p-amylase.  
a) Extraetzon de l'enzyme brut de la farine de ble'. 

Une partie de farine de bl6 fraichement moulue est agitee avec 7 parties d'eau B 
la temperature ordinaire; la formation de grumeaux doit 6tre Bvitee. La suspension 
pbteuse est centrifugee 10 minutes B 3000 tours B la minute; la solution Claire surna- 
geante est versee sur un filtre B plis. 

De'terminatton de l'actzvzte' selon a): 1 em3 est additionne de 6,5 om3 d'eau; 1 cm3 
de cette dilution a donne 29,Omgr. de maltose hydrate. La reaction de Wrjsman a 
donne un champ central incolore nettement visible ; la aolution enzyrnatique contenait 
donc de ]'a-amylase. 

b) Destructzon de l'a-amylase seloiz Blom, Bak et Braae'). 
4 volumes de l'extrait brut refroidi B Oo sont melanges B 1 volume d'acide acetique 

normal de Oo. On laisse reposer quatre jours a 0O. On ajoute alors 1 volume d'une solu- 
tion normale d'aebtate de sodium, ce qui porte le pH de la solution B 4,8; on filtre sur 
un filtre B plis e t  obtient une solution tout B fait limpide, IegArement jaunbtre, qui peut 
6tre conservee plusieurs semaines B Oo, en presence de quelques gouttes de toluitne. Des 
solutions de ce type nous ont servi pour les essais quantitatifs. 

Acttvite': 1 om3 de solution est additionne de 4 om3 d'eau (cette dilution corres- 
pond B celle obtenue en diluant l'extrait brut par addition de 6,5 cm3 d'eau L 1 cm8 
d'extrait), 1 em3 de cette dilution met en libertb 19,9 mgr. de maltose hydrate. 

La reaction de Wrpman donne un champ rose-violace tout B fait homogitne (ab- 
sence d'a-amylase). 

Pour obtenir une solution plus concentrke, 1600 om3 de la solution ci-dessus ont 
Ate concentres B 35O sous 12 mm de pression B 200 om3. 

Activrte'. 1 em3 est additionne de 39 om3 d'eau; 1 em3 de cette dilution a donne 
15,9 mgr. de maltose hydrate. La concentration de la solution au huitiitme de son vo- 
lume a donc entrain6 une perte d'activitk de 20%. 

Re'actron d la dextrine rdsrduelle: 7,5 cm8 de solution enzymatique concentr6e ont 
provoque dans la solution B l g / o  de 1 gr. de dextrine residuelle la formation de 63 mgr. 
de maltose aprks 100 hcures (6,3% de degradation). 

c) Prdcipztatzon fraetzonne'e d e  l'enzyme brut. 
14 litres d'extrait brut de farine de bl6 ont 6tB concentres sous 12 mrn de pression 

B 350 B environ 1 litre. On a ajoute alors de I'alcool de 95% jusqu'B ce que sa concen- 
tration dans la liqueur ait atteint 50%, et centrifuge le precipite forme. La solution lim- 
pide est alors additionnee d'alcool jusqu'b une concentration de 80O4, le precipite est 
centrifuge, triture deux fois avec de l'alcool B 95%, de nouveau centrifuge et  s6chB dans 
le vide sup du chlorure de calcium: 18 gr. de produit brut dans lequel la reaction de 
Wijsman d6citle encore la presence de quantitbs perceptibles d'cr-amylase. 

Actrwrtk. 1 em3 de la solution B 0,1% a donne 51,8 mgr. de maltose hydrate. 
Le precipitb. obtenu avec 50% d'alcool cst insoluble dans l'eau. Une nouvelle 

addition d'alcool B la liqueur-mbre B 80% d'alcool ne precipite presque plus rien. 
Le produit brut a 6tB repris dans 650 em3 d'eau; on centrifuge du faible residu 

insoluble qui apparait. La solution limpide est additionnee d'alcool B 95% jusqu'b une 

1) J .  Blom, A .  Bak et  B. Braae, Z. physiol. Ch. 241, 273 (1936). 
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teneur en alcool de 50%, le precipit6 form6 est centrifuge: fraction 1. La solution sur- 
nageante, limpide, est portee B une teneur en alcool de 60% et  centrifugee: fraction 2. 
A 66% d’alcool on obtient la fraction 3, B 73% la fraction 4 et B 80% la fraction 5.  Les 
cinq fractions obtenues ont B t B  triturbes separ6ment avec de l’alcool, ce qui transfor- 
mait ces produits collants en flocons. L’alcool a B t B  centrifuge; cette operation a 8t6 
rep6t6e une fois avec de l’alcool, puis deux fois avec de 1’6ther; le produit a B t B  seche 
ensuite B l’air. 

Les determinations d‘activit6 des cinq fractions ont kt6 faites chaque fois avec 
1 cm3 d‘une solution B 0,l%. 

2 gr. 
3 gr. 
5 gr. 
I gr. 

- 
Fraction 
~- _ _ ~  

1 
2 
3 
4 
5 -- 

39,3 
136,5 

17,4 
423 

Activitb 
mgr. de ma1 

I tose hydr. 

Rende- 
ment 

__ __ -~ ~~ 

Solubilite dans 
l’eau 

~~ - 

faible residu 
sol. trouble 
facil. soluble 
trits soluble 
trits soluble 

Reaction de Wijsman 

contient de l’a-amylase 
contient de l’a-amylase 
exempt d’cc-amylase 
exempt d‘cr-amylase 
exempt d’u-amylase 

La fraction 3, la plus active et exempte d‘cc-amylase, a 6th fractionnee encore une 
fois pax precipitation de sa solution aqueuse par addition d‘alcool; cette fois, la fraction 
la plus active a Bt6 obtenue B 60% d‘alcool; son activite Btait 21 peu pr&s le double de 
celle de la fraction 3 (1 cm3 d‘une solution B 0,02% a donne 47 mgr. de maltose hydrate). 

Examen L la dextrine residuelle: 20mgr. d’enzyme ont donne a partir d’un gr. 
de dextrine apr&s 100 heures 67 mgr. de maltose hydrate, ce qui repr6sente une degra- 
dation de 6,7%. La preparation est donc exempte d’cc-amylase. 

A c t i o n  de la /I-amylase sur l’amidon aprBs oxydat ion de ses forLctions 
aldeh ydiyues. 

Une prise de 25 em3 d’un empois d’amidon de mays a environ 
3% prepare 100O est additionnee de 2 em3 de soude caustique 
2-n., puis de 9 em3 d’iode 0,01-n. Aprbs 30 minutes, on neutralise 
par addition de 4 em3 d’acide chlorhydrique n. ; l’iode mis en libertk 
est rkduit par addition de S,O,Na, 0,01-n. (consommk 8’75 cm3). 
On ajoute alors 0,5 em3 de tampon l’acktate et porte a 50 em3; 
10 em3 de cette solution ont ktB  soumis durant 24 heures a l’action 
de 1 em3 d’une solution d’amylase (activitd: 0,2 em3 donnent 21 mgr. 
de maltose hydrate), h 35%. Un essai A, blanc est effectuk avec 
de l’empois non traitd, dilu4 par addition de son volume d’eau. Le 
maltose a 4t6 dose d’aprbs Bertrand, en tenant compte du faible 
pouvoir rkducteur de l’enzyme h blanc. La solution consomme 
17’6 em3 de permanganate de potassium, ce qui correspond B 103 mgr. 
de maltose hydrat6; la solution de l’essai a blanc 17,2 em3 ce qui 
correspond 101 mgr. de maltose hydratb. La destruction des 
fonctions aldkhydiques par oxydation ne modifie donc pas l’allure 
de la reaction avec la ,&amylase. 

25 em3 d’empois d’amidon a 3% consomment 0’25 em3 d’iode 
0,Ol-n.; si l’iode consomm6 a semi 2t oxyder des fonctions alde- 
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hydiques, et s’il g a une fonction alddhydique par molkcule, cette 
oxydabilitk correspond a un poids molkeulaire de l’ordre de quelques 
centaines de mille. 

Vieillissement de I’amidon soluble et de l’amylose. 
40 em3 d’une solution a yL yo d’amidon soluble, vieille de 15 jours, 

a Bt6 additionnke de 10 em3 NaOH 2-n., puis de 40 em3 d’acide 
aektique n. ce qui porte son pH a 4,s; on a ajout6 ensuite 2,25 em3 
de solution cnzymatique (activit6: 0,2 em3 donnent 19 mgr. de 
maltose hydratP.) et port6 le volume de la solution immBdiatement 
a 100 em3 par addition d’eau. Dans 10 em3 de cstte solution diluke, 
on a dose l’amidon par hydrolyse acide et titrage seloii Bertrarzd. 

Dans la dernikre colonne des tableaux suivants, on t,rouve la grandeur 

Temps 1 Maltose hydr. Hydrolyse 
min. 1 gr./100 cm3 

_______ __ -- 

oh a signifie la concentration en hydrate de earbone (C,H,,O,), en gr./100 em3, b celle 
de l’enzyme en em3 de solution d’enzyme/100 em3, t le temps et  z la quantite de maltose 
hydrati. (C12H24012) form6 en gr./100 em3. 

K 
~ -~ ~ _ _ _  

Essai N o  1. 
Solution (1 rajeunie n. 

Conc. de l’amidon: 0,188 gr.1100 cm3; conc. de l’enzyme: 2,25 em3 

Temps 
min. 

2,5 

~~ ~ 

~~ ~ - 

5 
10 
15 
30 

K 
~~~~ ~ -~ ~ 

~ - ~ ~~~~~ 

0,033 I 17,5 1 0,031 
0,062 33,O 1 0,029 
0,075 40,O 1 0,018 

42,5 I 0,013 
1 0,007 

0,080 
0,084 

00 em3. 

Dans I’essai comparatif, la solution vieille a 4th additionnBe 
de tampon a l’acktate et de la m&me quantith de solution d’enzyme 
que dans l’essai prkc4dent. Les Bcarts des observations rentrent 
dans les limites d’erreur. 

Essai No 2. 
Ewai winparatif avec une Bolutiori d’arnidon vieillie. 

_______ __ -~ ~ -~ ~ _ _ _ _  
~~~ 

0,057 30 0,027 

0,2 gr. d’amylose brut cristallisk dans de l’eaul) ont Btd dissous 
dans 10 em3 NaOH 2-n., la solution a 4tB chauffke k 35”’ additionnke 
de 40 em3 d’eau et de 40 em3 d’acide acktique n., puis de 2,25 em3 de 
solution enzymatique (activith, cf. plus haut) et portee k 100 cm3. La 
concentration de l’amylose a k t B  dosee sur une prise par hydrolyse acide. 

1) Helv. 23, 860 (1940). 
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Temps 
min. 

~ 

Essai N o  3. 
Cone. de l’amylose: 0,176 gr./100 cm3; conc. de l’enzyme: 2,25 cm3U00 cm3. 

Maltose hydr. 
gr./100 em3 

~~~~~~~~ 

~~ - ~~ -~ ~ ~ ~ ~ 

5 1 0,036 203 0,018 

30 0,103 1 58,0 0,009 

0,072 41 ,0 0,018 
0,093 ~ 52,5 0,016 

-- 1 -  
,4 titre d t b  comparaison, on a fait un essai a w e  une solution 

de mBme preparation, niais en n’introduisant l’enzyme que 15 minutes 
aprks la neutralisation. 

Essai N o  4. 
Cone. de l’amvlose: 0,180 gr./100 cm3; conc. de I‘enz: 

Hydrolyse 
“4 

8 
16 
32 
48 

~~~~~ ~ 

ie: 2,25 c r  

K 
~ 

~ _. 

0,0145 
0,0145 
0,0145 
0,0071 

100 cm3. 

La vitesse de degradation est diminu6e de 20%. 

Ddgradation complbte et irzeornplbte de  l’amylosc: par la b-amylase 
(oieillissemant) . 

Environ 500 mgr. d’amylose eristallisd dans de l’eau ont B t B  
dissous dans 25 em3 NaOH n., additionnds de 250 em3 d’eau, port& 
au pH 4,3 par addition de 50 em3 d’acide acdtique n. et chauffBs 
a 35O. Des prises de 65 em3 de cette solution ont 6tB additionnkes 
chaque fois de 10 em3 de solutions d’enzynie see (2 fois fractionnd, 
activitd: 1 em3 d’une solution a 0,02% donne 47 mgr. de maltose 
hydrat6) de teneurs variables; aprh 24 heures d’action du ferment, 
on a tit& le maltose selon Bertrand. 

Essai No 5. 

Amylose 
mgr./lO cm3 

12,5 
12,5 
12,5 
12,5 
12,5 

~ ~ _ _ _ _ _ _ _ _ _  

Enzyme 
mgr./l0 em3 

5 

1 

0 s  

2,5 

0,5 

Maltose hydr.1 
mgr./lO em3 1 

12,5 
12,6 
12,5 
11,9 

825 
I 

100 
101 
100 
95 
68 

Color. 
avec l’iode 

~ ~~ ~ 

- 
bleu pble 
bleu int. 

Aspect 
de la sol. 

limpide 
limpide 
limpide 
trouble 

amylose pptC 

~~ ~~ ~ 

I 
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Preparation d’amylose facilement soluble p a r  dkgradation a l’aide 
d’a-am ylase. 

200 gr. d’amidon de mays nature1 ont 6th agit6s une heure B 
70° dans 10 litres d’eau; aprBs 3 heures de repos, on a filtr6 le liquide 
surnageant sur un filtre a plis. On a obtenu 7 litres d’une solution 
d’amylose limpide, du pH 5,3. Sans ajouter de tampon, cette liqueur 
8 6t6 additionnde a la tempdrature ordinaire de 50 em3 d’une solution 
d’cc-amylase; celle-ci Btait constitu6e par un extrait de malt aqueux, 
port6 20 minutes B 70° et filtrB ensuite. Aprks 15 minutes, la colo- 
ration B l’iode avait pass6 au rouge-pourpre. On arr6te alors la d4- 
gradation par addition de 7 em3 HCln. AprBs 16 heures de repos, 
on a neutralis6 la solution par addition de 3’5 em3 NaOH 2-n. (pH 
alors = 6,8). Pour d6truire a coup siir toute trace d’amylase, la 
solution a 6t6 portbe 15 minutes a 95O. Ensuite, elle a 6t6 coneentree 
sous 12  mm de pression B 35O B 340 em3, filtr6e et pr6cipit6e par 
1500 em3 d’alcool a 90 %. On laisse le prBcipit6 d’amylose se ddposer, 
on siphonne la solution Claire surnageante, lave le r6sidu plusieurs 
fois l’alcool puis a 1’6ther et skche a l’air: rendement 3,5 gr. d’un 
produit facilement soluble dans l’eau et color6 en rouge-brun par 
l’iode. 

Hydrolyse  de l’amylose de’grade’ e n  pre’sence de p-amylase.  
1,35 gr. de cet amylose sont dissous dans 100 em3 d’eau; la solu- 

tion filtr6e est additionnke de 2’5 em3 de tampon B l’acdtatc et port6e 
B 250 em3 par addition d’eau. 100 em3 de la solution dilu6e sont 
additionnds de 0’20 em3 de solution enzymatique (activitk: 0,2 em3 
donnent 21 mgr. de maltose hydrat6); le maltose est dos6 selon 
Bertran d. 

Essai No 6. 
Concentration de l’amylose: 0,515 gr./100 em3. 

Maltose hydr. 
gr./100 cm3 

0,067 
0,134 
0,209 
0,334 

~~ ~~ 

Temps 
min. 

30 
60 
90 

150 
270 
330 
390 

~~ - ~- 

Hydrolyse 
% 

~~~~~~ 

13,l 
25,9 
40,5 
64,7 
72,5 
72,9 
73,2 

K 
~ ~~~ ~- 

0,022 
0,022 
0,022 
0,022 
0,013 
0,011 
0,009 

GenBve, Laboratoire de Chimie inorganique 
et organique de l’Universit6. 




