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Dans ce we, la m6thode photom6trique m&te un avantage ind6niable. En effet, 
l’opcification du plasma du lapin normal ciht.6, puia recaloifi6 B l’instant origine oom- 
menca entre la 6e et la 8e minute et cease de mitre entre la 14e et la 2oe minute, si les 
mmms eont effectuk, comme nous l’evons d6jB pr&od,  8200 f 2 O  et sur du plasma 
dilub h l e m e n t  B l/S1). htiquement, les mesures sont prises de 30 en 30 secondes B 
1’6lectrophotom8tre de l’un de nous ( P . Y . )  en lumih  orang&, dam une cuve de 1 cm 
d’6pisseur, plong6e elle-m6me dens une grand0 ouve B courant d‘eau murant la constance 
de la tempkmture. Dans lea m6mes conditions, l’opcification s’6chelonne entre 20 et 
40 min. environ. pour une teneur en prothrombine de 60 B 60% de la normale. Voir les 
courbes repnhntatives (figures 1 et 2). 

Laboratoires de Chimie biologique de la Facult6 des Sciences 
de Paris et de Recherches des EtabZissemmts Roussel B Paris. 

160. Recherches sur la phytase 
par Paul Fleury et Jean Courtois. 

(12 VI 46) 

C’est en utilisant la phytine comme substrat que Suxuki- Poshi- 
mura et !Z‘akaishi2) ddcelhrent pour la premiere fois une activit6 phos- 
phatasique. I1 est B ce propos curieux de constater que la phytine est 
sans doute l’ester phosphorique nature1 le plus difficilement hydro- 
lysable par les phosphatases. 

L’enzyme qui d6double les inositohexaphosphates a 6t6 d6nommP 
phytase; c’est la moins r6pandue et la plus ma1 connue des diverses 
phosphatases plus ou moins sp6cifiques. 

Dam l’ouvrage g6n6ral d’enzymologie : Die Nethoden der Perment- 
forschung, l’article consacr6 B la phytase est I’m des chapitres les plus 
courts de cet ouvrage; il fut confib au chimiste suisse 2’. Posternak3) 
qui concluait ainsi vDas heutige Wissen uber die Phytase ist ziemlich 
beschrankt und kann nicht mit dem verglichen werden, was man uber 
andere Fermente gesammelt hat )) et (( Eine eingehende Untersuchung 
dieser Frage w k e  sehr zu wiinschenn. 

Les recherches sur la phytase sont en effet assez disparates; le 
plus souvent cet enzyme a 6th 6tudi6 incidemment au cows de re- 
cherches g6n6rales sur les phosphatases. Quelques faits caracthis- 
tiques se d6gagent cependant de ces divers rhsultats: en premier lieu 
il n’existe pas de parallelisme entre les activitbs glyc6rophosphata- 
sique et pyrophosphatasique d’une part et l’activit6 phytasique 
d’autre part. C’est ce que l’on observe en particulier avec de nom- 

l) cf. ’) p. 1295. 
a) V .  8uzuki, K .  Yoehimura, et M .  Takaishi, Tokio Imp. Univ. Coll. Agric. 

*) T. Poetemak, Phytaae, p. 1681-1684, in *Die Methoden der Fermentforschunga, 
Bull. 7, 603 (1907). 
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breuses pr6parations fermentaha de graines, P. Fleury et J. -Cow-  

En second lieu, toutes les prbpamtions diastasiques 6tudiBes qui 
dbdoublaient lea inositohexaphosphates (I) ont 6galement hydrolys6 
lea glyc6rophosphates (G). Il existe par contre un certain nombre de 
pr6parations diastasiques trbs actives BUT G et pratiquement sans 
action sur I: rein - muscle, Hm Collurn et Hurta); intestin, Plim- 
me+) ; 0 8 ,  Patwardhan4) ; 6rythrocytes et plasma de Mammiferes, 
Rapoport, Lmu et Guest5); urine humaine, Courtois et Biget6); phos- 
phatases alcalines I du foie, du rein, de 1’08, phosphatases acides I1 
des feuilles et graines d’Amandier, du foie et du rein du Rat, Courto&s7). 

Leg sons de CBr6ales et celui du B16 en particulier renferment des 
phytases trks actives; c’est ainsi qu’B pH 5,2 une macdration de son 
de bl6 hydrolyse plus rapidement I que 0 a la m6me concentration 
mol6culaire en acide phosphorique est6rif6. 

Nous nous sommes propos6s d’6tudier l’hydrolyse de ces deux 
substrats par le son de bl6. Pour la clart6 de l’expos6 nous d6nom- 
merons phytase l’enzyme hydrolysant l’inositohexaphosphate de so- 
dium (I) et phosphatase, l’enzyme dedoublant le /?-glyc6rophosphate 
de sodium (G); ceci sans pr6juger de l’identit6 ou de la nomidentit8 
des deux enzymes. 

On peut faire diverses hypotheses pour tenter d’interprkter l’ac- 
tion du son de bl6 sur ces deux substrats: 

1) Le son renfermerait un activateur susceptible de conf6rer B la 
phosphatase une activit6 phytasique. Cette hypothese semble devoir 
6tre 6cart6e. En effet, J. Courtois (1. c.) a observe qu’un extrait de son 
de bl6 chauff6 a looo, et dont la phytase eat inactiv&e, m6lang6 B de 
1’6mulsine d’amandes active sur G et inactive sur I ne la rend pas 
capable de d6doubler I. 20 ems de maceration de son de bl6 B 2 pour 
cent libbent en 24 heures la mbme quantit6 d’acide phosphorique que 
20 cm3 de cette m6me mac6ration additionn6e de 15 em3 de solution 
d’6mulsine B 1 pour cent, dans les m6mes conditions. Les prdparations 
de son ne paraissent done pas renfermer de substance activatrice 
susceptible de conferer a une phosphatase une activit6 phytasique. 

2) La phytase serait un enzyme spbcifique des inositophosphates 
et par consequent sans action sur d’autres monoesters phosphoriques. 

3) La phytase se comporterait comme une phosphatase B champ 
d’action tres Btendu, une sorte de ((superphosphatase)) que nous pro- 
poserons de d6nommer phytophosphatase ; la phytophosphatase d6- 

toisl) .  

1) P .  Fkury et  J .  Courtois, Enzymol. I, 377 (1937). 
2) E.  Mac CoUum e t  E.  Hurt, J. Biol. Chem. 4, 497 (1908). 
3, R .  H .  Plimmer, Biochem. J. 7, 43 (1913). 
4) V .  N .  Putwardkn, Biochem. J. 31, 560 (1937). 
5) 8. Rapoport, E .  Leva e t  B. Guest, J. Biol. Chem. 139, 62 (1941). 
E, J .  Courtod.9 e t  P .  Big&, B1. SOC. Chim. biol. 25, 103 (1943). 
7) J .  Courtois, B1. SOC. Chim. biol. 27, 411 (1945). 
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doublerait h la fois les inositophosphates qui ne sont pas attaques par 
les phosphatases ordinaires et de plus d’autres monoesters phospho- 
riques, substrats usuels des phosphatases, G en particulier. 

Nos resultats sont en faveur de cette dernibre conception. Tous 
les faits observes, en effet, peuvent s’interpreter comme si le son de 
bl6 renfermait en m6me temps une phytophosphatase trks active 
susceptible d’hydrolyser B la fois G et I et une seconde phosphatase 
banale, moins active, dedoublant G ,  mais sans action sup I. 

Nous avons tout d’abord etudi6 les cinetiques d’hydrolyse de G 
et I?). 

Les p~ optima d’hydrolyse des deux substrats sont places au voisinage de 5,O-53, 
il est ainsi possible de classer ces phosphatases dans le groupe 11, Roche et Courtois2). 

De PH 3,6 L 5,2, G est d6doubl6 plus rapidement que I, de p~ 5,O L 6,0, I est par contre 
hydrolysb deux fois plus rapidement que G. Ces faits sont en faveur de l’existence de deux 
enzymes distincts dans le son. 

Si Yon oppose L une dose constante d’enzyme des quantites croissantes de substrat, 
nous pouvons constater que l’enzyme prbsente une plus forte affinite pour I que pour G3). 

Cette diffbrence d’affinite entraine comme cons6quence, dans le cas oh les deux subs- 
trats seraient transform& par un seul et m6me enzyme, que I soit d6doubl6 de pr6f6rence 
B G. 

Par suite, dans un m6lange de G et I, I devrait &re d6doubl6 de prkference B G, au 
cas oh le m6me enzyme transforme ces deux substrats. 

Nous avons alors oppose 8, une dose constante de prbparation 
diastasique des proportions variables de G et I soit seuls, soit me- 
langes; nous avons apprdcie l’hydrolyse de chacun des substrata en 
dosant d’une part I’acide phosphorique libere et d’autre part les fonc- 
tions a glycol libbrees par l’hydrolyse et qui sont oxydables en alde- 
hydes par l’acide periodique. L’hydrolyse de G est nettement ralentie 
en presence de I, tandis que la presence de G ne provoque qu’une 
faible diminution de l’hydrolyse de I. Tout se passe done comme si le 
son renfermait une phytophosphatase agissant a la fois sur I et G; 
cependant certaines parficularites de la reaction nous ont suggkr6 
l’intervention possible d’un second enzyme : une phosphatase hydro- 
lysant seulement G. Cette suggestion s’est troude appuy6e par 
1’6tude de l’action de certains effecteurs chimiques. Le fluorure de 
sodium inhibe trbs nettement l’hydrolyse de I et G, mais les modalit6s 
de l’inhibition sont legbrement distinctes. Le molybdate de sodium, 
qui est un inhibiteur assez sp6cifique des phosphatases actives en 
milieu acide, Cowtois et Bossard4), inhibe d’une fapon B peine plus 
marques l’hydrolyse de G que celle de I. 

l) P .  Fleury et J .  Courtois, Intern. J. Biochem. Biophys. I (1946), Q. l’impression. 
2) J .  Roche et J .  Courtois, Expos& annuels de Biochimie M6dicale 4, 219 (1943). 

L’affinitB KM est l’inverse de la constante de dissociation molbculaire K, de la 
combinaison enzyme-substrat (constante de M i c h l i s ) .  

4, J .  Courtois et M .  Bossard, B1. Soc. Chim. biol. 26, 464 (1944). 
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Enfin le sulfocyanate d’ammonium, activateur de certaines phos- 
phatases, acc6lhre faiblement l’hydrolyse de G en demeurant sans 
effet sur celle de I, CourtoiS et Bossardl). 

L’inactivation par un milieu fortement acide ou faiblement alcalin provoque des 
variations dee activites phytmique et phosphataaique nettement diatinctes. Enfin, nous 
avons tent4 de les dparer par inactivation thermique dlective. La pr6Wtion de son 
chuff& 6 minutes B 76O ne conserve que 2 pour cent de mn activite initiale sur I, contre 
20 pour 100 de son aotivite initiale sur a. Aprh chauffege B 80° elle eat mns action sur 
I et conserve 3 pour cent de son activit6 initiale, sur G. 

I1 est vraisemblable d’admettre que la phosphatase est un peu 
plus thermostable que la phytophosphatase associ6e. Le relargage 
par le sulfate d’ammonium a permis B l’un de nous d’obtenir B partir 
du son de bl6 une prbparation fermentaire qui parait d6pourvue de 
phosphatase active exclusivement sur G. Avec cet Bchantillon, que 
nous consid6rons comme renfermant presque exclusivement la phyto- 
phosphatase, les activit6s vis-B-via de G et I disparaissent simultan6- 
ment aprhs chauffage de cinq minutes un peu au-dessus de 76O. 

Par ailleurs, l’un de nous, en collaboration avec Mlle i50ngchampt2), 
a 6tudi6 l’inactivation thermique de phytases et phosphatases d’autres 
graines . 

I1 n’a pas 6t6 possible d’inactiver par chauffage la phosphatase 
du Pavot ou celle de la Moutarde-blanche sans inactiver parallhle- 
ment la phytase. 

J. C0zcrt0is3) a appliqu6 au son de bl6 les principales mdthodes 
de fractionnement des enzymes en utilisant les techniques de pr& 
cipitation et d’adsorption. 

a) Relurgage par bs solutions salines. Le sulfate d‘ammonium B 33 pour cent de 
saturation ou le sulfate de magnesium t i  50 pour cent de saturation pr6cipitent une frac- 
tion hydrolysant lentement G et presque depourvue d’activit6 sur I. Cette fraction parait 
contenir principalement la phosphahe banale. 

Aprb Blimination de ces relargata, le sulfate d’ammonium B 66 pour cent de satura- 
tion ou le sulfate de magnesium B saturation pr6cipitent un enzyme trAs actif qui hydro- 
lyse I plus rapidement que G. 

Gtte pr6paration a lea caractima d’une phytophosphatase, des relargages fraction- 
n6s par le sulfate d’ammonium ou des pr6cipitatiom fractionn6es par l’acetone n’ont ja- 
meis permis d’obtenir d’echantillons actifs sur un seul des deux substrata. 

b) Purification par adsorption. certaines des pr6parations purifibs ainsi obtenues 
furent soumisea B l’action d’adsorbante. La phosphatase et la ph- se sont toujours 
comport& de la m6me fapon vie-B-Vie de cea derniers; e b s  eont aasez facilement fix& 
sur la. term d’infusoires, plus difficilement mtenues par le Kaolin Tonsil, treS m6diocre- 
ment adsorbBee sur l’alumine Oy et paa du tout sur l’alumine en poudre pour chromato- 
pphie .  

ApreS adsorption, la phytaae et la phosphatase sont 6lu6es d’une fapon identique 
soit par une solution d‘inositohexaphoaphate de sodium eoit par une solution ammoniacale 
de chlorure d’ammonium. 

l) J. Court& et M. Bomzrd, B1. SOC. Chim. biol. 27, 406 (1945). 
3, J. Court& et Mlle hngchampt, Recherchea in6ditea. 

J. Court&, Intern. Biochem. Biophys. I, (1946), B l’impreesion. 
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Des adsorptions et blutions successives n’ont jamais modifib de faqon appreciable le 

Enfin, au coups de la conservation des solutions de certaines de ces prbparations, 
rapport des activitbs vis-L-via de G et I. 

lea activites vis-L-via de G et I dbcroissent d‘une fapon parallble. 
Dans l’ensemble, les 57 pr6parations diastasiques obtenues par 

des proc6d6s diff6rents B partir du son ont toujours hydrolys6 B la 
fois G et I. 41 pr6pairations se comportent comme la mac6ration de 
son et hydrolysent I plus rapidement que G; toutes les pr6parations 
B action rapide font partie de ce groupe. 8 pr6parations hydrolysent 
les deux substrats B des vitesses sensiblement identiques; 8 autres 
pr6parations, d’activit6 assez faible, hydrolysent G plus rapidement 
que I. 

En rBsum6, les faits rassembl6s ci-dessus nous ambnent B conclure 
que tout se passe comme si le son renfermait B la fois une phytophos- 
phatase susceptible d’hydrolyser G et I et une phosphatase banale, 
moins active, d6doublant G B l’exclusion de I. 

Mais, l’6tude de la phytase nous a conduit B soulever un autre 
problbme : les pr6parations phosphatasiques sans action sur l’inosito- 
hexaphosphate sont-elles susceptibles d’hydrolyser les inositophos- 
phates moins riches en phosphore que I? 

Courtoisl) a observe qu’aprbs hydrolyse sulfurique ou diasta- 
sique partielle de I, certaines phosphatases, en particulier 1’6mulsine 
d’amandes, deviennent capables d’hydrolyser les estera phospho- 
riques de l’inositol, &apes intermediaires de l’hydrolyse de I. L’un de 
nous avec Joseph2) a 6tudi6 l’action de diverses pr6parations fermen- 
tabes sur deux inositophosphates : 1) L’inositopentaphosphate, ex- 
trait des germes de bl6 par la technique de Posterrtaks) est vraisem- 
blablement un melange Bquimo16culah-e d’inositohexaphosphate et 
d’inositot6traphosphate. Ce produit est hydrolys6 par la mac6ration 
de son, mais n’est pas attaqu6 par 1’6mulsine d’amandes ou la Taka- 
diastase, Bgalement inactives sur I. 2) L’inositotriphosphate a 6t6 
s6par6 des produits d’hydrolyse phytasique partielle de l’hexaphos- 
phate, Posternak (1. c.): I1 est dBdoubl6 par 1’6mulsine et la Taka- 
diastase ; par contre, diverses prdparations phosphatasiques d’origine 
animale (0s - rein - foie - cceur) demeurent sans action sur l’ino- 
sitotriphosphate. Cette Btude du comportement vis-B-via des phos- 
phatases de ces divers esters phosphoriques de l’inositol n’est qu’amor- 
c6e, mais on peut penser, d’aprbs les premiers rdsultats, qu’elle per- 
mettra d’6clairer la question de la spBcificit6 de la phytophosphatase. 

Paris, Laboratoire de Chimie biologique 
de la Facult6 de Pharmacie. 

l) J. Cartois, B1. SOC. Chim. biol. 27, 411 (1945). 
2, J .  Cartois et a. Joseph, Recherche5 in6dites. 
3, T. Postemak, Helv. 12, 1174 (1929). 




