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10. SUP les enzymes amylolytiques (I) .  
L’isolement de l’a-amylase de panereas 

par Kurt H. Meyer, Ed. H. Fisoher et  P. Bernfeld. 
(31 VII 46) 

Dans le cadre de nos recherches sur l’amidon, nous avons d t P  
amends dtudier les enzymes amylolytiques ; c’est l’a-amylase de 
pancreas qui fait l’objet de ce premier travail. 

L’u-amylase degrade l’amidon et le glycoghe. Elle scinde les 
liaisons u 1,4 glucosidiques h un endroit quelconque de la mol6cule. 
11 s’ensuit une baisse rapide du poids moldculaire de l’amidon et, 
par consequent, de la viscositk. Les liaisons des groupes terminaux 
sont hydrolysdes beaucoup plus lentement. Ce n’est qu’en fin de 
reaction qu’apparaissent le maltose, le glucose et un melange d’oligo- 
saccharides. 

Enrichissement: La purification de l’a-amylase a ddja  fait l’objet 
de nombreux travaux dons nous ne citerons que les plus importants. 

Sherman’) extrait la pancr6atine du commerce par de l’alcool Q 50%, precipite 
I’extrait par de l’alcool pur, redissout le precipite e t  le reprCcipite par de l’alcool-ether. 
11 dialyse ensuite le floculat remis en solution dans de l’alcool B 50% pendant 3 jours, 
Climine une substance insoluble et precipite la solution dialyske, limpide, par de l’alcool- 
ether. 11 obtient ainsia) 3), apres lavage B l’kther e t  sechage, une proteine tr&s active qui 
donne B l’analyse: C 51,9%, H 6%, N 15,30/,, S lye, P 0,80,&. 

En 1931, Caldwell, Sherman et  ~011.~) ont annoncC dans une publication preliminaire 
avoir cristallise un corps trbs actif e t  tr&s instable; mais ceci n’a pas 6th confirm6 depuis. 

Willstictter, Waldsehmidt-Leitz et  ~011.~) ont utilis6 pour la purification de l’amylase 
la mCthode d’adsorption selective. La glande frafche est dCgraiss6e B l’acCtone, sechh, 
finement broyCe puis extraite par de la glycerine B 87% ; l’extrait est finalement precipite 
par de l’alcool. La lipase est alors 6liminBc par adsorption sur de l’hydroxyde d’alumini,lm 
en milieu acide, la trypsine sur du kaolin en milieu faiblement ac6tique. L’enzyme puri- 
fi6e est excessivement instable e t  ne peut &tre conservee qu’en presence de glycerine. 

Holmbergh6) a 6tudi6 l’adsorption selective des amylases sup l’amidon. L’amylase du 
pancreas a pu 6tre adsorbbe et  enrichie. 

l) Sherman, H .  C., Schlesinger. M .  D., Am. SOC. 33, 1195 (1911); Sherman, Galdwell, 
M .  et  Adams, M.,  Am. SOC. 48, 2947 (1926); Sherman, Adams, J. Biochem. 88,195 (1930). 

2) Sherman, H .  C., Gettler, A .  O., Am. SOC. 35, 1790 (1913). 
3, Sherman, Schlesinger, Am. Soc. 33, 1195 (1911). 
4, Galdwell, M .  L., Bocher, L., Sherman, H .  C., Sci. 74, 37 (1931). 
5 ,  Willstutter, R., Wild, L., Z. physiol. Ch. 125, 132 (1923); id. plus 8. R. F.  Hesse, 

6, Holmbergh,O., Bioch. Z. 258,134 (1933); 266,203 (1933); Svensk. kem. Tidskr. 50, 
ibid. 126, 43 (1923); WiZlstutter, R., Wild, L., ibid. 142, 14 (1924). 

258 (1938). 
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Toutes ces purifications n’ont pas pu &re poursuivies vu la trks 
grande instabilite de l’enzyme, instabilit4 allant croissant avee 
1’4tat de puret4 du produit. 

Les propribtes de l’enzyme ont Btb Bgalement traitees dans de 
nombreux travaux, mais tout ce qui a itt6 dit sur l’activation et la 
desactivation de l’enzyme est plus ou moins sujet B, caution. 

De%actiwation. Tous les auteurs indiquent que l’a-amylase est trits 
peu stable. L’enzyme se desactive par dialyse; mais il semble qu‘on 
n’ait jamais BtudiB de faqon systhmatique ni ces dhsactivations, ni 
une reactivation possible. Plusieurs travaux ont ete effectues pour 
trouver des corps stabilisateurs, mais sans beaucoup de resultats: on 
n’est arrivii qu’a ralentir la dBsactivationl). Sherman2) a 4tudib 
l’action des acides aminks, qui semblent agir surtout en protegeant 
l’enzyme de l’action de la chaleur avant et pendant le dosage d’acti- 

Le Hg4), le Cu5) 6) ,  le Cd7), l’hydroxylamine, le molybdate d’am- 
monium, le tungstate de sodium, l’aniline sont des poisons de l‘en- 
zymes). 

Effecteurs et inhibiteurs. Nous appellerons selon Bersilz9) cceffec- 
teursn et (cinhibiteurs )I les corps influenqant la vitesse de reaction de 
l’enzyme sur le substratum, et c( activateurs 1) et (( dbsactivateurs 1) eeux 
qui n’agissent que sur l’enzyme elle-m8me. 

Tous les halogdnures (sauf les fluorures) des mhtaux alcalins, 
ainsi que ceux du Mg, Ca, Ba, accelkrent l’hydrolyse de 1’amidonlO) ll). 
L’action est la plus marquee pour le NaC1, avec un maximum entre 
les concentrations de M/150 et M/30012) 13). Les acetates, borates, 
citrates et phosphates sont sans action en presence de NaCl14). Les 
iodures (et les fluorures) deviennent des inhibiteurs de la reaction 
B de fortes concentrationslo). La vitesse de la dPgradation de l’ami- 
donl5)l6) depend aussi du pH dont l’optimum varie avec la concen- 

6.5 

Tit e 3). 

_______ 
l)  Willstatter, R., Rohdewald, M., Z. physiol. Ch. 222, 202 (1933). 
2, Sherman, H .  C., Caldwell, M., Am. Soc. 43, 2469 (1921) ; Sherman, m’alker,F.. ,4111. 

3, Sherman, H.  C., Walker, F., Am. Soc. 45, 1960 (1923); Sherman, Adnms, M., 

*) Olsson, U., Z. physiol. Ch. 117, 91 (1921). 
5 )  Muckerji, B., Igemgar, N .  K., Indian J. med. Res. 26, 289 (1938). 
0 )  Sherman, H. C., Wayman, M., Am. Soc. 43, 2454 (1921). 
7)  Myrbuck, K., Z. physiol. Ch. 159, 1 (1926). 
8 )  Sherman, H.  C., Naylor, N. ,  Am. SOC. 44, 2957 (1922). 
s, Bersan, Lehrb. der Enzymologie, Leipzig 1938. 
lo) Clifford, W. M., Biochem. J. 30, 2049 (1936). 
11) Haarmann, W., Bartscher, Bioch. Z. 283, 301 (1936). 
12) Willstatter, R., Wild, L., Hesse, A .  R. F., Z. physiol. Ch. 126, 143 (1923). 
13)  Sherman, H. C., Kendall, E., Clark, E., Am. SOC. 32, 1073 (1910). 
14) Sherman, H. C., Caldwell, M., Dale, J., Am. Soc. 49, 2596 (1927). 
l5) Pronin, S. J., Bull. Biol. med. exp. URSS. 4, 65 (1937); Biochimia 3, 633 (1939). 
18) Euler, H. u., Sinnberg, O., Z. physiol. Ch. 112, 193 (1921). 

Soc. 43, 2461 (1921); Sherman, Caldwell, Am. SOC. 44, 2926 (1922). 

J. Biochem. 88, 195 (1930). 
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t,ration en selsl) *), ainsi qu'avec le temperature3). Les conditions les 
iiieilleures sont : pH de 6,9   phosphate^)^), une concentration en NaCl 
clc JljlSO et une temp4rature de 3505). 

Dosage de Z'activite'. L'activitk amylatique est dkterrninde en 
inesurant la degradation de l'amidon par des mkthodes viscosi- 
indtriques 6)  ') ou n4phPlom6triques *)9) ,  par la rkactioii colorBe 
avec l'iodelo-13) ou mieux en dosant les groupes reducteurs libkrks par 
l'hydrolyse14)15). Dans ce cas, la valeur rdductrice est en genkral 
exprirnde en maltose, comme si la totalitd du pouvoir rlducteur @tait 
due B ce sucre. 

Unite's d'ncticite'. I1 n'existc pas encore d'uniti. universellement 
adopt6e. 

100 unites ct Lintner 1 representent l'activit6 qu'auraient 0,12 mgr. d'enzyme sbche 
qui, agissant pendant une heure L temperature ordinaire SIX 10 cm3 d'une solution d'amidon 
holuble L 2%, produiraient suffisamment de sucre pour reduire 5 enid d'nne solution de 
Pehlmg. 

L'unitB ((Lintner 2 1 9 )  est la quantite de maltose produite par 100 mgr. denzyme &he 
agissant pendant 30 min. A 20O sur 100 cm3 d'une solution a 27& d'amidon soluble. 

L'unit6 ((Kew-Scalex de ShernzaiP') est la quantit6 de maltose formee par action 
de l'enzyme pendant 30 min. L 40O sur 2 gr. d'amidon soluble, divis6e par la quantit6 d'en- 
zyine employee. 

D'aprBs E u l ~ ' ~ ) ,  la reactioii de l'amylase SIX l'aniidon est monomol6culaire lorsque 
la dbgradation du substratum est inferieure L 40% (et que Yon traoaille dam des limites 
bien Btablies de concentration en enzyme et  substratum). 

Euler et  SnanbergZ0) ont alors exprim6 l'activite de l'amylase en ((Sfji: 

Ir x gr. maltose 
gr. prod. actif 

Sf ~= 

l) Myrbdck ,  K., Z. physiol. Ch. 15?, 1 (1926). 
2) Sherman, H. C., Kendall, E., Clark, E., Am. 8oc. 32, 1087 (1910); Sherman, H. 

C., Caldwell, M .  e t  Adams, M.,  Am. Soc. 50, 2529 (1928); idem. 50, 2539 (1928). 
3) Firdmann, J., Ann. phys. physico-chin biol. 14, 67 (1938). 
4) Sherman, H. C., Thomas, 8., Buldwiiz, X., ,4m. Yoc. 41, 231 (1919). 
j) Clzfford, 11'. M., Biochem. J. 30, 2049 (1936). 
b) Chrzaszcz, T., Bioch. Z. 242, 130 (1931); Chrzaszcz, T., Jnnicki, J., Bioch. Z. 256, 

7 )  Joszu, S., Gore, H.  C., Ind. Eng. Chem. Anal. 2, 26 (1930). 
p, Rona, P., vun Ezueyk, C., Bioch. Z. 149, 1i4 (1924). 
O )  Remesow, J. d., A4rch. Sci. biol. (russ.) 37, 425 (1935). 

252 (1932). 

l o )  Wohlgemuth, J., Bioch. Z. 9, 1 (1908). 
l1 )  Blom, J., Bak, A.,  B r m e ,  B., Z. physiol. Ch. 250, 103 (193i). 
I L )  A'abalitschka, Th.,  Weidlich, R., Bioch. Z. 207, 477 (1929). 
13) Giri, K. V., Sci. 81, 343 (1935). 
l4) Bertrund, G., Bl. [3] 35, 1285 (1906). 
l j )  Willstatter, R., Schudel, G., B. 51, 780 (I  918). 
16) Lintner, C. J., J. pr. [2] 34, 383 (1886). 
l i )  Lintner, C. J., Z. ges. Brauwesen 31, 421 (1908). 
la) Sherman, H. C., Kendall, E., Clark, E. ,  Am. Soc. 32, 10i3 (1910). 
19) Euler, H. v., Josephson, K., B. 56, 1749 (1923). 
2 0 )  Euler, H. v., Svanberg, O. ,  Z. phgsiol. Ch. 112, 193 (1921). 
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oh gr. maltose = quantit6 de maltose pouvant 6tre formhe dans la premiere phase de la 
rbaction, soit 757; de la quantite d‘amidon; k = constante d‘equilibre de la reaction 
monomol6culaire 

013 t = temps en min. 
a = 75% de la quantit6 d’amidon mis en jeu 
x = maltose anhydre form6 au temps t. 

Le dosage se fait ii 37O, B l‘optimum de pH (pour l’amylase de malt B pH 5), envariant 
la concentration de l’amidon soluble entre 0,72 et  Z,Sq&, e t  la concentration d’enzyme de 
fapon B obtenir des valeurs de k entre 0,004 et 0,08. 

L’unitB eFza de Liiers et  iYellne+) est semblable au ((Sf)) mais l’analyse s’effectue h 
200 sur de l’amidon Q 3%. 

Les unites de Willstiilter sont2) : 
1. L’aAmylase-Einheitu qui est 100 fois la quantite de substance active donnant 

une valeur de k = 0,Ol lorsqu’on fait agir l’enzyme b 35O sur 0,025 gr. d’amidon soluble 
dans un volume total de 37 om3. 

2. L’s Amylase-Wert 1) qui est la quantit6 d((Aniylase-Einheiten)) dans 10 mgr. de 
produit. 

1000 unites ((New Scale)) correspondentd) B 38,5 ((Sf)), B 2,05 ((Am. K.n, B44,3 ((FZ.)), 
& 1500 unites ((Lintiier 11) et B 110000 unites denher  2)). 

Rxtrnction de Z’e~22yme. 

3ous avons choisi comme produit de ddpart le pancrdas de pore. 
En  plus de protdines biologiquement inactives, la glande contient de 
I’insuline, des nuc160protdides4) et Bventuellement leurs produits de 
scission5), et une vingtaine d’enzymes. Parmi ces dernikres, en plus 
de la lipase, la pepsine, la trypsine, etc., on trouve pratiquement 
toutes les enzymes n&cessa,ires B la ddgradation totale des p r o t h e s  
(protPases, polypeptidases, dhsaminases, aminooxydases, dbcarboxy- 
lases, etc.). 

I1 ne faut pas extraire la glande grossiitrement d4graissde et 
lilchbe, de fortes quantit4s de graisse intriqude dans la glande em- 
p6chant toute centrifugation. Comme on ne peut d’autre part extraire 
la graisse sans dkshydrater le brai, il faut le sdcher auparavant. On 
obtient ainsi une poudre grossibre, stable pendant au moins une annde 
au frigidaire, d’une teneur de l5 ,7  B 16,5% d’azote: elle sert de 
produit de d6part pour la purification. 11 n’est pas nbcessaire de la 
broyer. 

Nous arons chercht! les meilleures conditions d’extraetion du 
produit actif. L’acdtate de sodium 0,5 n donne d’excellents rh l t a t s ,  
B un pH entre 7,2 et 6,6. Avec la glycdrine, souvent utilisbe, on obtient 

l) Luers, H., Sellner, Wschr. Brauerei 17, 97 (1925). 
2)  WiZZsthtter, R., Wild, L., Z. physiol. Ch. 125, 132 (1923); id. plus A.  R. F. Hesse, 

3) F.  Nord, R. Weidenhugen, ,,Handbuch der Enzymologie“ p. 559, Leipzig (1940). 
4) Hummarsten, O., Z. physiol. Ch. 19, 19 (1894). 
5 )  Steudel, H., Z. physiol. Ch. 231, 273 (1935). 

~~ ~~ 

ibid. 126, 43 (1923); Willsthtter, R., WiZd, L., ibid. 142, 14 (1924). 
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les memes rendements, mais son eniploi rend difficile toute mani- 
pulation ult6rieure j le rendement obtenu par extraction a l’eau est 
d’environ 50 yo inf6rieur. Sous une agitation modkrhe a 3 O ,  l’extraction 
A l’ac6tate est pramti quement terminke aprbs 35 heures. Une agitation 
trop riolente produit des haisaes d’activit4 atteignant 50 ”/;. 

Comporteinent de  l’extruit byut. 

Conformbment aux donn6es de la lit,tPrature, nous trouvons un 

Le NaCl est un effecteur, avec optimum d’action B une concen- 
optimum d’activitk entre pH 6,5 et 6’9. 

tration de M/150 (fig. I). 

I 
-5 -4  - 3  -2 - 1  0 

Log de la canc. malare de NaCl 

Pig. 1. 
Actkit6 aniylatique en fonction de la concentration en NaCI, en presence de tampon 

phosphate M/50, pH = 6,9. 

L’enzgnie sc d6ssctive tr&s rayidement B un pH inf4rieur k 6’5 
et sup8rieur a 9. 

La perte d’activit6 par congelation est de 10% environ; elle 
atteint 60-80 yo lors d’une dessication du produit conge16 par subli- 
mation. La dessication par prhcipitation acdtonique ou alcoolique, 
suivje d’un lavage a l’Pther, d6truit 9074 du produit actif. 

La composition chimique de l’extrait brut varie consid8rable- 
ment selon 1’6tat de la glande. Ces variations proviennent d’une auto- 
lyse que subit le pancr6as et qui d6bute au moment meme de la mort 
de l’animal. En effet, les extraits provenant de glandes toutes fraiches 
ne contiennent que trbs peu de substances organiques ayant de 
l’azote amink libre, tandis que les extraits de glandes qui ont s4- 
journ6 quelques heures 5t temp4rature ordinaire aprds la mort de 
l’animal en contiennent une quantitd considbrable (voir tableau 1). 
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Tableau I. 
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Praicheur de la 

Bctivite de 
l’extrait 
exprim& 

par le 

Activiti! de 
la substance 

extraite 
exprimkc 

par le 
quotient 

mgr. maltose 
par mgr. 
d’azote 

- 

135 
200 
200 
135 

% de 
substance 
extraite 
calcule 
d’aprks 

1 Rapport de 
l’azote 
am in^ 

libre sur 

total dans 
rextrait 

70-77 

*) Nous exprimons la fraicheur de la glande par le temps qui &pare la mort de 
l’animal du  moment oh nous portons le pancrCas L O0, tempkrature L laquelle l’autolyse 
est trks ralentie. La glande est alors immkdiatemment hachke et sbch6e. 

**) La glande br0yi.e a Btk IaissBe 10 jours B temperature ordinaire; le brai a C t k  
gardB sous du toluhne. 

En soumettant l’extrait brut a la dialyse, on trouve que pr&s de 
SO yo des produits azotds de l’extrait sont dialysables et consistent 
surtout en peptides infhrieurs et en acides aminhs libres. 

Ennrichissement . 
Nous nous sommes principalement servis de prkcipitations 

fractionndes. -4prks avoir dtabli par des essais prhliminaires quel agent 
prPcipitant serait indiquB a chaque stade de la purification, nous 
ttvons systhmatiquement Ptudih pour chaque opbration les conditions 
Ira meilleures: la concentration en protPines, la teneur en sels, la 
tempdrature, le pH, la durde de prdcipitation et la vitesse d’agitation. 
(17oir les travaux de Cohn. et co1l.l)). Interviennent encore, lorsqu’on 
prkeipite de petites quantites de solution, la forme de l’agitateur et 
tlu rPcipient, la manikre d’introduire le liquide prkcipitant, etc. Nous 
avons dii renoncer Q tout traitement a un pH infdrieur a 6, et B l’usage 
tles alcools qui semblent - mi3me B basse temphrature - desactiver 
rapidement l’enzyme. 

Nous avons d’abord utilisd des prkcipitations fractionnhes B l’ac8- 
tone B un pH et une teneur en sel ddterminks; puis des prdcipitations 
;tu sulfate d’ammonium B pH 6,9. Une forte perte d’activitd survient 
lorsqu’on ajoute la solution de sulfate d’ammonium goutte a goutte; 
on obtient par contre un bon rendement en ajoutant d’un coup la 
quantitd voulue de la solution. Ce m&me phknomkne a 6th  observe par 
Go&hu.rd*) avec la, notatine, et par Gale et E p p s 3 )  avec l’amino-ddcar- 

I )  Cohn, E. J.,  Medicine [3] 24, 333 (1945). 
2,  Coulthard, C. E. et  coll., Biochem. J. 39, 24 (1945). 
3, Eppa, H .  M. R., Biochem. J. 38, 242 (1944). 
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boxylase. Un produit ddja t r h  eurichi a pu Atre avantageusement 
trait4 selon la mBthode de Sevagl), qui consiste secouer fortement 
la solution d’enzyme avec du chloroforme en presence d’alcool amg- 
lique. Les proteines sont dBnaturkes et se trouvent, aprks centri- 
fugation, coaguldes dans l‘interfaee eau-chloroforme. 

L’enzyme se dPsaetive spontan4ment en solution aqueuse ou 
saline j ce comportement avait rendu impossible jusqu’a prksent 
l’is~lenient~ de l’cr-amylase pure. Nous avons rdussi 2i supprimer eette 
d4sactil-ation par un stabilisateur contenu dans une solution d’enzyme 
bouillie . 

L’eneyrne est en outre ddsactiv4e et degradee par dialyse, ce qui 
empeehe l‘utilisation de ce proc6de pour l’elimination des sels qui 
ghen t  l’analyse BlectrophorBtique. Le sulfate d’ammonium qui 
accompagne les prdcipites, contrairement a l’aodtate d’ammonium, 
ne peut &re &par6 de l’enzyme par des precipitations 2i 1’acBtone. 
Nous avons surmontd cette difficult6 en echangeant l’ion SO,” ainsi 
yue d’autres anions ghants  contre l’ion CH3COO’, par un traitement 
avec un Gchangeur d’ions basique (Wofatito 31)’ chargd prPalablement 
par de l’ac4tate. 

Fous sommes ainsi finalement arrives A une prescription compor- 
tant 8 stades et conduisant 2i un produit dont la puret4 n’a pu &re 
augnientke par aucun fractionnement ultcirieur (voir tableau 2). 

Le produit a dtd soumis 2i une analyse BlectrophorBtique, effectuke 
par M. le docteur Erwin Wiedemann aux laboratoires de chimie 
pharmaceutiqins (prof. Dr. A .  Stoll) de Sandox A.G. B BBle. L’4lectro- 
phorkse a donne le diagramme repr4sentP par la figure 0 .  

1 2  3 4 H 5  5 ’+6  H’ 4’ 3’ 2’ 1’ 
J J. u a J ,  Y 4 . 1 4  J. .I 

Fig. 2 

t 

Diagrarnme ilectrophoritique (Philpot-Svensson) de l’a-amylase de pancreas. 
Tampon de Jfichaelis, pH -= 7,9; p = 0,l; Temperature 2,0° C. 

Three: 4920 see. ti 3.944 Voltsjcm. 6 cst I’nnomalie habitaelle d’ascending boundary)) ( T )  

) Sevag, 31.. Rioch. Z. 273, 419 (1934). 
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Tableau 2 
Schima de la purificntion 

Extrait brut 

I 5 0 3  % 
+ acetone ii 

71 

I I 
Y 

1 64% 

solution culot rejete 
+acetone a 

I 
Y 

Culot dissous : 

1 51% 

I 
solution rejetee . . . . . . . . .  

+acetone a 
Stacle I 

I 
Y 

solution 
+acetone I 69% 

I 
culot rejete 

I Y 
solution rejetbe Culot dissous: . . . . . . . . . . . . . . .  Stnde 11 

I 
+ (NH,),SO, A 
0,325 saturation 

I 
Y 

solution rejetee culot dissous: . . . . . . .  Stade I I I  
I 

+ (NH,),SO, a 
0,225 sat. 

I I 

I 
solution rejetbe 

+ 
Culot dissous: Stade IT. 

+ acetone, 
p" 7,9 s 559, 

I I 
Y 

solution culot rejet4 
+acetone L I 65% 

I 
solution rejetke 

I 
Y 

Culot dissous: . . . . . . . . . . . . . .  Stctde I' 
I 
I 
Y 

6 Sevags, com6cutifs . . . .  
I 
Y 

2 traitements L la Wofatite: . 
+acetone jusqu'au 
premier trouble 

. . . . . .  Stude 1-Z 

. . . . .  Stade VII 

I I 
Y 

.I 70% 

solution culot rejete 
+acetone A 

y! 
Culot dissous: 

I 
solution rejet6e . . . . . . .  . . . . .  Stade T-III 
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l€. W i e d e m a n n  a calcul6 la composition du produit: 

om2 
sec. x Volt coinposant teneur en yo mobilit6 u en ---x lo5 I 

Le produit consiste done presque entikrement en H; ce composant 
ire peut pas &re scind6 par blectrophorkse a differents pH (6,9 et 7 ,5 ) ;  
il  s’a@ done d’une substance pure. 

L’enxy me.  
Le produit final donne sous nos conditions d’analysc 600 mgr. 

de nialtose hydrat6 par mgr. d’enzyme (soit par 0,149 mgr. d’azote). 
L’activitd par mgr. d’azote est 23 fois supdrieure celle de l’extrait 
brut. Xotre produit semble done btre 3 fois plus actif que le produit 
le plus riche de aherrnun, qu’il dit &re deux fois plus actif que eelui 
cle Wlllstatter et Waldschmidt-Leitx.  I1 est de nature proteique et 
diffbre en cela du produit de Waldschmidt-Leita et Reichell) ,  qui, selon 
leurs observations, ne presente plus les reactions des prot6ines. 

L’enzyme se dbsactive spontanbmcnt en solution aqueuse ou 
saline, et plus ou moins rapidement selon le stade de la purification. 
Les s d s  en general, et surtout le chlorure de sodium, ainsi que plusieurs 
;iutres substances (acides aminks, maltose, ete.) ralentissent cette 
cGsactivation, mais ne la suppriment jamais. La dialyse contre de 
l’eau ou des solutions salines provoque une desactivation trbs rapide 
clue les substances mentionndes ci-dessus ne peuvent empeeher. 

Toute ddsactivation, par contre, est complbtement supprimbe par 
l‘adjonction d’une solution concentrke de substance ayant travers6 
la membrane de dialyse. Cet effet stabilisateur est aussi obtenu par 
addition d’une solution d’enzyme partiellement purifi6e (par ex. 
stade 11) qui a &ti! bouillie et filtree. La dialyse eontre cette solution 
d’enzyme bouillie n’entraine aucune dbsactivation. On peut en con- 
clure que la ddsactivation est due ic une dissociation de 2’enzymc e n  un 
rornposant diulysuble et thermostable (coenzyme),  et un composunt de  
rbature protdiique (apoenxyme).  La rbtrogradation de la dissociation 
obtenue par un exchs de coenzyme empbcherait donc la d6sactivation. 

Cependant, l’adjonction de coenzyme a de l’enzyme d6sactivee 
palr dialyse ne r6tablit pas l’activit6. I1 ne s’agit done pas simplement 

1) Waldschmidt-Leitz, E . ,  Reichel, M. ,  Z. physiol. Ch. 204, 197 (1932). 
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d’une dissociation rbversible en coenzyme et spoenzyme. L’enzyme 
dksactivke par dialyse a, en outre, la, propriktk d’accklkrer sensible- 
ment la dksactivation de l’enzyme active. Une solution de coenzyme, 
capable d’emp6cher la d6sactivation de l’enzyme, perd ses propriktks 
proteetrices lorsqu’on lui a,joute une solution d’enzyme dialyske. 
D’autre part, l’action dhactivatrice de l’enzyme dialyske disparait 
par adjonction d’un excbs de coenzyme. L’enzyme dialyske et la 
coenzyme, au lieu de se rkunir pour reformer l’enzyme primiti7-e, ont 
done, au contraire, une action antagoniste. 

L’explication la plus simple serait que l’apoenzyme libre soit 
trks peu stable et se transforme en un corps de nature protkique, 
capable, comme l’apoenzyme non transformke, de fixer la coenzyme, 
mais en donnant un corps inactif. 11 s’ktablit done une compktition, 
car la coenzyme sera sollicitke simulta,nkment par l’apoenzyme et son 
produit de transformation. 

L’enzyme cristallishe en solution aqueuse (voir fig. 3 ) .  

Fig. 3. 
a-Amylase crista1lisi.e ; grossissement 500 x . 

P art  i e e s p 6 r i m  en t a 1 e . 
iiI‘e%hodes de  dosages. 

Dosage de I’aet? L L ~ S .  On dose colorimhtriquement par l’acide 3,5-dinitrosalicylique 
les groups  reducteurs form& par l’action de l’enzyme sur l’amidonl). Cette methode 
iitilis& par Sunzner pour le dosage de la saccharase2) a Bt6 modifik e t  adapt& au dosage 
des amylases par G. N o e l t i n g 3 ) .  

Eldactifs. I : Solution d’amidon soluble Ziilkowskz V e r c k  Q lye, contenant du 
XaC1 Mi150 et  tamponnee aux phosphates 141/50 b pH 6,9. En presence de quelques gouttes 
de toluhe, la solution est stable pendant 2 semaines B la chambre froide. 

2 : Solution contenant 1,0 g d‘acide 3,5-dinitrosalicylique, 20 om3 de XaOH 2 n et 
30 gr. de sel de Seignette, portee B 100 cm3. La solution est stable. 

l) Sumner, J. B., J. Biol. Chem. 65, 393 (1925); 62, 287 (1925); Sumner, J .  B., 

”) A’umner, J .  B., H o u d ,  J. Biol. Chem. 108, 51 (1935). 
3, Pas encore publii.. 

Hubbard, R. S., J. Biol. Chem. 56, 701 (1923). 



74 HELVET1C:A CHIMIC.\ 1 C T A .  

Dosage. Dans une Bpronvette, placee dans un thermostat a 20°, on met 1,O cm3 dune  
solution d'enzyme. Lorsque la solution a pris la temperature du bain ( 2  min.) on ajoute 
1,0 om3 de I port6 prealablement 20°. On interrompt la reaction apr& 3 minutes pax 
2 1.m3 de 2. On plonge l'eprouvette pendant exactement 5 minutes dans de l'eau bouillante. 
refroidit et dilue par 20 c1n3 d'eau. On lit ensuite au photometre Pulfrzch, filtre 8 53. 
cuves 20 mm, contre un blanc sans enzyme trait6 dans les mhmes conditions. L'extinction 
obtenue est exprimBe en maltose hydrate d'aprhs une courbe Btalon. Pour une degradation 
de l'amidon ne d6passant pas 30% (donnant Line extinction 100 log Io/I < 120 env.) la 
precision est de 5 1%. Si la degradation dBpasse 20°4,, il est prBfBrable de rBpCter le 
dosage avec une solution d'enzyme plus diluke. 

Pour des essais d'orientation, nous avons employe la mBthode de P. Berrijeld et 
111. Fuldl ) ,  basbe sur les changements de teinte que donne l'amidon des degres differents 
de degradation avec l'iode. On compare la teinte obtenue avec m e  Bchelle colorimktriqur 
Btablie au moyen de colorants du commerce. La m6thode est rapide niais moins pr6ciw: 
prBcision 10%. 

Dosage de la nubstance sdchr. Comme on ne peut obtenir des valeurs reproductibles 
en &chant e t  pesant directement la solution d'enzyme (et qu'on ne pourrait employei 
la dialyse pour Bliminer lea sels), nous avons dose soit la teneur en azote soit la teneur eii 
tyrosine. Le rapport azoteisubstance &he est Bgal a 6,72 pour l'enzyme purifi6e. 

En absence de sulfate d'ammonium, l'azote a 6tB dose par semi-micro Rjeldahl  
(precision f 176) et  par N e s s l e r 2 )  (pr6cision f 10%). E n  presence de sulfate d'ammonium. 
on Blimine I'ion ammonium par distillation sur MgO; il semble pourtant prCf6rable, 
dans ce cas, de doser la tyrosine d'apres Polin et  Ciocalteu. 

Dosage de la tyrosine et d u  tryptophane, d'apres Folin et Caocalteu3). 
Rdactijs. I : KaOH h 107; ; 2 : Na,CO, L 20% ; 3 : CC1,COOH a 90% poids; 4 : rBactif 

phBnolique, on bout dans 700 em3 d'eau pendant 10 h. B reflux: 100 gr. de WO,Na,.2 H,O : 
25 gr. de Mo04Ka,. 2 H,O; 50 om3 de H,P04 85% et  100 cm3 de HC1 conc. On ajoutr 
ensuite 150 gr. de Li,SO, et 50 om3 d'eau et  oxyde la solution verte par addition de quel- 
ques gouttes de Br,. On porte ebullition, pour Bliminer l'exc$s de Br,. La solution jaune 
clair est refroidie et port6e A 1000 cm3 par de l'eau. Elle se conserve Q l'abri de la lumiere. 

Dosage. A 1-5 cm3 de la solution d'enzyme se trouvant dans une Bprouvette jaugBe 
de 20 em3, on ajoute 0,5 em3 de I ,  porte l'6prouvette pendant 30 min. a Bbullition, dilue 
par quelques cm" d'eau et ajoute 3 om3 de 2 et  1 ,O  om3 de 4. On complete a 20 cm3, laisse 
30 min. Q 30-35O et lit au photometre Pzdfrzch, filtre 8 72, cuves 20 mm (6ventuellenient 
1 0  mm), contre un blanc sans enzyme trait6 dans les mernes conditions. On reporte l'extinc- 
tion stir une courbe etalon6e avec de la tyrosine. Jusqu'L 60 y de tyrosine, le logarithme 
de l'extinction est proportionnel a la teneur en tyrosine. 

En presence de la solution d'enzyme bouillie qui rBagit avec lo reactif de Folin, on 
procede de la maniere suivante: 1-5 cms de la solution d'enzyme sont prBcipit6s par 
1,O em3 de 3 et  complet6s par de I'rau a 9 om3. On centrifuge, le culot est repris dans 3 cni' 
d'enu et  neutralis6 par 2. Cctte solution est alors dosee comrne dBcrit ci-dessus. Sous 
exprimons les valeurs ob;enues en ((tyrosinen, ce qui est arbitraire, la r6action n'6tant pas 
sp6cifique pour ce corps4). Mais la comparaison des valeurs nous indique la teneur relative 
des solutions en matiere proteique. 

Umte' d'acfcwte': Nous exprimons le degr6 de puretB de l'enzyme par le quotient 
mgr. maltose par mgr. d'azote ( l i le ldahl)  - respectivement par mgr. de tyrosine. 

Dosage de la trypsine: Selon Wdlstiitter et ~ ~ a l d s c h m i d t - L e i t z 5 ) ,  sans adjonctioii 
d'entBrokinase. 

l) Pas encore public. 
2, Lunge, ,,Kolorimetrische Analyse", Verlag Chemie 1941. 
3, Folin, O., CiocultPu, V., J. Biol. Chem. 73, 627 (1927); Polin, O., Looney, ,I. X., 

,) bycheiner, E., Bioch. Z .  205, 245 (1929). 
j) Willstcctter, R.. Waldschmidt-Leitz, E. ,  %. physiol. Ch. 161, 190 (1926). 

J .  Biol. Chem. 51, 421 (1922). 
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Dosuge des g r o u p s  curboq les  des polypeptides et des acides amin6s: selon TT*il/stitffcr 

Dosage de l'azote amin4 libre selon 6'w2 SlyW) .  
e t  Il'ald~chmzdt-Leitz~). 

Prescription pour l ' isoleme~it  cle l'a-ani!ylitse cle pmo*e'os.  (Kmctiwt - 
ni ethod. ) 

Eau. distillee sur Ba(OH),, rClfrig6raiit dCtain, pB 63. 
SulJate d'anamonaurn puriss. pro analysi Nerck  solution saturCle A 0 0  e t  neutralis& 

B pE 7,O par NH,OH (41,4 gr. de sel dam 100 gr. de sol.). 
A4kool avzylzqzse: puriss. distill&. A4kool de'cylrqur puriss. de la maison G'ti cczrdan. 

Ether: distill6 sur Na. AcBtow: trait6 pendant 24 heures L froid par 4 gr. de ICMnO,. 
6 gr. de Na,CO, par litre d'ac6tone, puis distill6 sur colonne de fractionnenient V'zdtiier. 
(d:? = 0,793, soit L 98%.) Chloroforrtze distill6 et gard6 sur ?ia,CO,. Toluehe: distill6 stir 
rarbonate de Pb. 

Wofati te ill (I . ( : .  Farbertzridzrstrie; pent Ctre reniplace par de 1'Amberlite I R----ZK 
analyt. grade de la (( Resinous Prod. and Cheru. Co.1) Philadelphia). 100 gr. ont 6th brasses 
pendant 5 heures avec 500 cm3 de solution d'acbtate de sodiuni 211. On d6cante la solution 
e t  r6phte 4 fois l'op6ration. On lave ensuite avec 15 I .  d'eau qne l'on fait couler sin la 
Wofatite pendant 12 heures. Le produit doit Gtre prepare pen avant l'emploi e t  gard6 
sous l'eau. 

Poudre sdche. 5 kg. de glande brute de pancreas de porc (coniine lime par l'abattoir) 
sont refroidis L Oo 4 L 6 heures apr& l'abattage. Tozcfes les opimtzoi is  g i r t  sztzceiit se feJotzf 
cJntre 0 et 2 O .  Le materiel est d6graiss6 et pass6 plusieurs fois par une machine L hhcher 
psqu'b formation d'un brai assez liquide. Ce brai (environ 2,5 litres) est secou6 pendant 
4 B 6 heures avec 2,5 litres d'ac6tone. On centrifuge et r6pete le traitement 3 fois avec k 
mame volume d'acktone, 2 fois avec de l'ac6tone-6ther (1 : 1) et 2 fois avec dr  1'6ther. 
Le produit ainsi obtenu est s6ch6 pendant 48 heures au vide pouss6 sur silicagel. On obtient 
415 gr. d'une poudre gross ih ,  compos6e de particules fibrillenses, stable au moins une 
ann6e b 2O. 

de cette poudre doit atre conmere L la pr6paration de l'enzpnie bouillie, et le reste 
servira L la purification. 

Extrazt brut. Dans un flacon place sur une secoueuse lente, on extrait 60 gr. dc 
poudre sbche par 900 em3 d'ac6tate de sodium 0,s n, prr 7,2, en presence de quelques 
gouttes de toluene et  d'alcool dhcylique, pendant 48 heures. On centrifuge la suspension 
pendant 75 min. b 3000 tours/min. Le d o t ,  dont une nouvelle extraction ne donnerait 
que 10 a 20q4 d'activit6, est rejet6; I'extrait brut (800-870 emu) contient plus de 807, 
de la totalit6 de l'amylase, e t  50-800/, de la totalit6 d'azote. 

Stade I. 800 om3 d'extrait brut (pH 6,6) sont dilu6s par 800 cni3 deau  et  additionneh 
de 1670 cm3 d'ac6tone (concentration finale en acetone de la solution3): 50,5%). La 
solution se trouve dans un b6cher de 5 litres entour6 de glace fondante; l'achtone coule en 
une fine pluie de 4 entonnoirs dont les tubes &ires ont un dianietre de 1 mm. environ B 
l'extr6mit6. L'agitateur doit remuer toute l a  solution et  tourne B 90 tours'min. Aprb 
l'adjonction de l'ac6tone, on continue I'agitation pendant 15 min. puis centrifuge. Lc 
culot qui contient la grosse majorit6 des proteases est rejet6; on rajoute b la solution 
1430 em3 d'acetone (64%) en une heure et centrifuge. La solution qui contient pratique- 
ment tout l'ac6tate de sodium, est rejet&; le culot actif est dissous dans 800 cm3 d'eau 
a pH 7. Enrichissement 2,6 fois, rendement en activit6 SOY/,. 

Stade IZ. On pr6cipite de la n i h e  manibre les 800 om3 du St. I ti pH 7 par 860 cm' 
d'ac6tone (51 "6) et  centrifuge. Le culot, qui contient unc globuline appareiiiment honiogene 
en quantit6 consid6rable, est rejet6, la solution est additionnee de 1140 em3 d'ac6tone 

1) V'illsfatter, R., Waldschmidt-Leitz, E., B. 54, 2988 (1921). 
,) Vun Slyke, D. D., B. 43, 3170 (1910); B. 44, 1684 (1911). 
3, Dans la suite, la teneur finale d'une solution sera donn6e entre parenthi.ses. 
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(69%). On centrifuge et  rejette la solution. Le culot obtenu sera trait6 diffkremment selon 
qu‘on voudra pr6parer de la solution d’enzyme bouillie ou poursuivre la purification: 

a) Pour la production de la solution d‘enzyme bouillie, le culot est dissous dans 
100 ~1113 d‘eau et introduit goutte L goutte dans 100 cm3 d‘eau inaintenue L Bbullition. On 
filtre, lave le gros pr6cipit6 par un peu d’eau, ramkne au pH 7 avec NaOH et  complete 
la solution 8. 200 cm3. Cette solution contient une quantit6 de coenzyme correspondant B 
line activit6 amylatique de 3500 mgr. maltose par cm3. Gardk  L 2” sous une mince couche 
de toluhne, elle est stable. 

b) En vue de l’isolement de l’enzynie, le culot est dissous dans 200 cm8 d’eau L 
pH 7,0. Enrichissement 2,9 fois, rendement en activit6: 80%. Ce stade contient 100 fois 
moins de trypsine que l’extrait brut. 

Stade III. On ajoute d‘un seul coup L IIb, sous agitation mod6r6c, 88 cni3 do so- 
lution satur6e de sulfate d‘ammonium (0,325 saturation). Apres 30 min. on centrifuge. 
La solution est rejet6e, le culot est dissous et  port6 L 100 cn13 par un volume d’eau mesur6. 
Connaissant par difference le volume du culot qu’on suppose btre L 0,325 saturation, on 
calcule la teneur en sulfate d’ammonium de la solution compl6t6e L volume connu. En- 
richissement 2 fois, rendement en activit6 60%. 

Slade I V .  La solution 111 est pr6cipit6e par la solution de sulfate d‘ammonium 
jusqu’8 0,225 saturation, compte tenu de la teneur primitive en sulfate. On centrifuge 
aprhs 30 minutes e t  rejette la solution. Le culot est dissous dans un peu d‘eau. On ajoute 
25 cm3 de la solution d’enzyme bouillie e t  complkte par de l’eau L 50 cm3. Enrichissement 
1,15 fois, rendement en activit6 SOo/,. Cette solution contient 6 L 8% de sulfate d’ani- 
monium qui doit btre 61imin6. 

Stade V .  On porte la solution I V  L pH 7,9 par NH,OH 0,l n avec agitation et  on la 
pr6cipite par de l’ac6tone (pr6alablement port6 L pH 8,3 par quelques gouttes d’NH,OH 
conc.) jusqu’i une concentration de 557;. On centrifuge, rejette le pr6cipit6, ajoute de 
l’ac6tone jusqu’L 65% et  centrifuge. Le culot est dissous, on ajoute 20 om3 de la solution 
de coenzyme et  complkte L 50 cm3. Enrichissement 1,03 fois, rendement en activit6 60%. 

Stade V I .  La solution V est fortement secou6e pendant 10 min. avec 10 cm3 de CHCl, 
e t  2,5 emJ d‘alcool aniylique. On centrifuge l’6mulsion (30 min. 8 1 heure L 3000 tours/min.) 
d6cante la solution limpide et r6pkte 5 L 6 fois cette op6ration jusqu’h ce qu’il n’y ait plus 
qu’un trhs faible voile de prot6ines coagul6es L l’interface eau-chloroforme. Enrichissement 
1,2 fois, rendement en activit6 90%. 

Stade V11. On agite la solution VI  pendant 45 min. avec 2,5 gr. de wofatite dont 
l’eschs d‘eau est 6limin6 entre 2 papiers filtres. On d6cante e t  r6pete l’op6ration. Aucun 
enrichissement, rendement en activit6 100%. 

h’tade V I I I .  La solution VII est pr6cipit6e par de l’ac6tone. Apres l’apparition 
dn premier trouble (entre 50 et  55%) on centrifuge e t  ajoute do l’ac6tone jusqu’L 70%. 
On centrifuge et  dissout le culot dans de l’eau. Enrichissement 1,05 fois, rendement 90%. 

Les activitks, enrichissements e t  rendements obtenus sont group& dans le tableau 3. 
Produit see. I1 s’obtient L partir de la solution VIII par congelation rapide (neige 

carhonique-ac6tone) et sublimation au vide pouss6 sup silicagel. Lorsqu’on redissout le 
produit sec, on ne r6cupere que 70 L 80% de l’activit6 primitive; il reste un r6sidu inso- 
luble. Le produit dissous a le mbme degr6 de puret6 qu’avant le s6chage. C’est cette solution 
qui a 6t6 soumise B l’6lectrophorese. 

Bnalysel) du produit sec, s6ch6 encore pendant 4 jours L 80° au vide pouss6 sur P,O,: 
2,569 mgr. subst. ont donn6 0,348 cm3 d’N, L 23O/725 mm 
5,268 mgr. subst. ont donne 2,264 mgr. phosphomolybdate d’NH, 
4,321 mgr. subst. ont donne 0,000 mgr. BaSO, 
l4,9% N; 0,620/, P; O,O% S; 

l) Effectu6e par le D6partement de microanalyse de 1’Ecole Polytechnique de 
Zurich. 
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Tableau 3 

Enrich. 
par rap- 

77 

Rendemt 
par rap- 

1350 
1800 

11 3450 
111 i 4120 

z, 
Bzote 

par em3 

Enrich. 
Actioitk par rap- 

par port au 
mgr.N stade 

1 pr6cbdt. 
I -___ - - ~ 

- 

294 
134 

6600 1,9 
3960 1,1 

I’ VI ~ 3560 0,85 
VII I 3440 0,82 

- - VIII , 

1460 
2960 
3400 
3500 
4180 
4180 
4370 

7,7 
15,6 
18,O 
18,4 
22 
22 
23 

80 
60 
80 
60 
90 

100 
90 

Rendemt 
par rap- 
port a 

l’extrait 
brut. 

_ _  - 

- 

80 
64 
38 
3 0 
18 
16,5 
16,5 
15,O 

Cristallisatron de la protkine. Le produit see est dissous dam 20 fois son poids d’eau. 
centrifug6, e t  la solution limpide B pE 7,0  est additionn6e d’ac6tone jusqu’Q 50%. Au bout 
de 3 ou 4 jours, il y a formation d’une abondante quantit6 de cristaux. Ceux-ci sont peu 
soluhles dans l’eau ou dans les solutions salines, ils coagulent ii la chaleur. Les cristaux 
ont la m6me activit6 par mgr. d’azote que la solution B partir de laquelle ils se forment. 

De’sactivation et stabi l isat ion cle l’enxyme. 
De‘suetivateon spontane‘e. Les solutions d’enzyme sont instables e t  se desactivent 

spontan6ment. L’extrait brut perd: 
B 30: 10 B 20:4 d’activit6 en 1 mois; 
B 18”: 30 B 50% d’activit6 en 24 heures; 
B 35O: 50% d’activit6 en 30 min. 

Une solution purifi6e d’enzyme est encore plus labile. L’enzyme du stade I1 p u t  
perdre par exemple : 

B 0O: 75% d’activitk en 24 heures; 
A 25O: 80% d‘activit6 en 30 ou 45 min. 

Cette instabilit6 varie Bnormkment d’un produit A l’autre. 
Dksaetivution par dialyse. 20 em3 de solution de stade I Ib  (activit6 = 1600 mgr. 

maltoseicm3) ont Btk  partages en 4 parties 6gales. Les rksultats se trouvent dans la figure 4. 
Actiwrte 

100 --. D 

0 12 24 36 BH 
Temps en heures 

Fig. 4. DBsactivation de l’amylase par dialyse (voir texte). 
1) Activiti. exprimbe en mgr. maltose. 2, mgr. azote Kjeldahl. 
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Courbe -4 : 5 cinJ ont Bt6 dialys6s dam un sac de i(Ce1lophanea contre 200 fois leur volume 

d'eau (1000 miJ) & 2O; 
(;ourhe R:  5 cm3 ont 6t6 dilu6s D 200 fois leur volume (lo00 cm3); 
Courbe C: 5 omJ ont kt6 gmdbs tels quels; 
Courbe D : 5 om3 ont 6tb dialyses contre 1 litre de solution contenant 240 em3 de solution 

d'enzyme bonillie (concentration de coenzyme double de celle de l'amylase). 
Des espkriences analogues ont Btb effectu6es avec tous les stades. Une dialyse contre 

d r s  sels dome les mGmes r6sultats. Le contact avec 1% ([Cellophane)) ii'a aucun effet sur 
I'enzyme. 

DCsaetication p a r  adjonction de l'enzynie daalysie. L'enzyme desactivee par dialyse 
accbli.re la dksactivation spontanee dc l'enzgme active (voir figure 5). 

nlo Arfrvr/P 

100 

80 

611 

40 

20 

0 I2 24 36 48 
Temps en heures 

Fig. 5. 

Effet antagoniste de 1% desactivation et  de la stahilisation de l'cr-amylase. 
C'ourhe A: 10 cm3 de sol. d'enzyme Stade 11, 20 cm3 d'eau; 
C'ourbe B: 10 cm3 sol. enzyme Stade 11, 10 cm3 enzyme dialysee, 10 01113 d'eau; 
C'ourhe ( I :  10 cm3 sol. enzyme Stade 11, 10 om3 enzyme dialyske, 10 om3 de coenzyme 

+ Adjonction de 5 cm3 d'enzgme dialysee B line prise de 15 cm3 de la solution C. 

L'enzyme stabilisbe par l'adjonction de coenzyme se d6sactive aprks adjonction de  

Sous rcmercions le Dr. 1Viede)riaiin dc la ( ( S a l ~ d o z  A.G.)) d'avoir bien voulu 

Ces recherchss ont 6th encouragbes par des credits ouverts par la Confbd6ration en 

Sous remercions 51. le Prof. A. Stoll pour l'intbrdt amical qu'il a port6 B nos travaux. 

(liqueur estCrieure de dialyse) ; 

l'apoenzyme transform6e. 

effectuer 1'6lectrophorAse. 

vue de crker des possihiliths de travail. 
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