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c i s -3 ,4-Tct radecamcthylen-cyc lchexanon.  

3,726 mg Subst. gaben 9,831 mg CO, und 3,687 mg H,O 
C,1H3,0N, Ber. C 72,15 H 11,25% 

Gef. ,, 72,00 ,, 11,07% 

1895 

Das aus Chloroform-Alkohol unikrystallisicrte Semicarbazon schmolz bci 180O. 

Das frcic Ke  t o n  wurde aus Pctrolather bci nicdrigcr Tempcratur (Trockcncis- 
Aceton) umkrystallisiert und zeigte bcim Erwarmcn cinen moschusiihnlichcn Geruch; 
Smp 45O. 

3,686 mg Subst. gaben 11,053 mg CO, und 4,136 mg H,O 
C,,H,,O Ber. C 82,12 H 12,41% 

Gcf. ,, 81,84 ,, 12,56% 

Anhang.  
P a r t i s l l e  Decarboxyl ic rung  v o n  T c t r a l o l - (  6 ) - d i c a r b o n s a u r c - (  5 , 7 ) .  
4,7 g Tetralol-(6)-dicarbonsaure-(5, 7) wurden 1 Stundc in 20 g Chinolin auf 200@ 

erhitzt. Das Gemisch wurde darauf wic iiblich aufgcarbeitet, wodurch 1,0 g krystallisicrte 
7~ctralol-(6)-monocarbons~ure erhaltcn werden konnten. Die SIurc schmolz nach zwei- 
maligem Umlosen aus verdiinnter Essigsaure bci 180° und gab mit Tctralol-(6)-carbon- 
Saiir+(5) vom Smp. 174O cine starkc Schmelzpunktserniedrigung. Mit einem autcnthischen 
Vcrgleichspraparat Ton Tctralol-(6)-carbonsBure-(7) Tom Smp. 1 8 1 O  gab sic dagegen keine 
Schmclzpunktserniedrigung. 

Die Analyson wurden in unscrcr mikroanalytischen Abteilung von Hrn. W. iWmser 
a,usgef iihrt. 

Organisch-c,hemisches Laboratorium der 
Eidg. Technischen Hochschule, Zurich. 

236. Recherches sur l’amidon XXXVl). 
La degradation de l’amylose par l’a-amylase 

(28mc communication) 
par P. Bernfeld et  H. Studer-PBeha. 

(10 IX 47) 

Dans le premier m6moire2) nous avons btudii? la ddgradation 
de l’amylose par l’cr-amylase de malt. Sur la base de cette Btude et 
des travaux d’OhZsson3) et d’autres  auteur^^:-^) nous avons Btabli 
le schema de reaction suivant : lors de l’action de l’cc-amylase sur l’amy- 
lose on distingue deux reactions de vitesse nettement differente. 

1) Communication prkckdente: Helv. 30, 1703 (1947). 
2) K .  H .  Meyer et  P. Bernfeld, Helv. 24, 359 E (1941). 
3, E. Ohlsson, Z .  physiol. Ch. 189, 17 (1930). 
4, C. S. Hanes, Can. J. Res. 13 B, 185 (1935); New Phytologist 36, 101, 189 (1937). 
5 ,  M .  Samec, Z .  physiol. Ch. 248, 117 (1937). 
6) G. A. u. Klinkenberg, Z.  physiol. Ch. 212, 173 (1932). 
7)  M .  Samec et M .  Blinc, Koll. Beih. 49, 75 (1939). 
6) M .  Smogyi ,  J. Biol. Chem. 134, 301 (1940). 
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D’abord une rdaction primaire rapide qui aboutit ii iine scission de 
40 It 45% des liaisons glucosidiques de l’amylose. Elle cast due la 
scission de l’amylose en chafnes plus courtes, pUis en oligossccharides 
et finalement en maltose et maltotriose, ccbs tlerniers dam Is propor- 
tion de 3 B, 2: l’enzyme a hydrolyse des liaisons glucosidiques quel- 
conques, h l’exception des liaisons terminalex. La rdibction primaire 
est suivie d’une seconde reaction beaucoup plus lente. Cette clernihre 
est due It une scission lente du maltotriose en maltose et glucose, 
le maltose n’dtant pas hydrolysb du tout par I’a-tbmj-laf;t!. Les produits 
finaux representent 87% de maltose et 137;, de glucose; 5 i %  des 
liaisons glucosidiques de l’amylose ont done 4Ile schddes. 

Depuis, Myrbiick et c01l.l) ont publid des 1-ravaux sur ce snjet qui 
sont en contradiction avec notre schema de rdaction. D‘autre part., 
nous avons vu par des essais effectues dans notre hboratoire que la 
degradation de l’amylose peut fortement wrier selon lex conditions 
de l’essai. Le but du prbsent travail est d’c1spliquc.r Ies rbsultats de 
Myrbuck, ainsi que nos propres constatatioiix. Ceci a 40th possible. 

Pour faciliter la comprehension de ce qiii mit, iio~is croyonx utile 
cle rGsumer d’abord les propribtea de l’amylose et de ses solutions en 
mentionnant dgalement les rbsultats nouvmix obterius r4cemment 
dans notre laboratoire. 

L’amylose, le constituant non ramifie dc? l’smidon, est 1111 mk- 
lange d’homologues dont le degre de polymCrisation yeut s’Ctendre de 
80 it 20007. L’amylose a tendance It formtar des solutions tsursatu- 
rdes dans lesquelles les grandes et les petites nioldcules se msintiennent 
mutuellement en solutiona). Mais ces solutiorts ne sont pas Htables. 
Les particules d’amylose s’agglomhrent en effet en formant tiex parti- 
cules plus grandes, mais encore invisibles: cles submicronx. Le degrd 
de dispersion diminue, la solution d’amylosth (( vieillit )14). h i s  la, soh- 
t-ion devient trouble et finalement l’amylose prCcipite. Pour ddsagrkger 
ces submicrons d’amylose et pour obtenir un (;tat de grande dispersion, 
il suffit de rendre la solution faiblement alcibline (par exemple par 
I’adj~nct~ion de soude dilude), puis de la nc!utrelise-r. La solution 
d’amylose eat ainsi ccrajeunie))l). Le degre de dispersion d’une solution 
d’amylose depend donc, entre autre, du temps dcoulA tlepiiis la disso- 
lution. 

La ddgradation eneymatique de l’amylow (1st forten lent influcncee 
par It! degre de dispersion du polysacchari(k. On sait en effet 4, 5, 

qu’une solution d’amylose vieillie est beaucoiqi plus rdsistmte envem 

*) K. Myrh?ck, J. pr. [2] 162, 29 (1943); K .  Myrbiivk cit IV. Thor.8el2, Sveiisli Kern. 

2) K .  H .  hfeyer, G. Noelling et P.  Bernfeld, Exprr.. MIUS presse. 
a) K .  H .  Meyer, P .  Bern/& et E .  WoZff, Helv. 23, 854 (1940). 
4, K. H .  Meyer, P .  Bern/& et J .  Preae, Helv. 23, l4i5 (1940). 

Tidsk. 54, 50 (1942). 

dl. tZama, Z. physiol. Ch. 263, 17 (1saO). 
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la /3-amylase qu’une solution rajeunie. La partie de l’amylose qui a 
form6 des submicrons pendant le vieillissement est soustraite a l’ac- 
tion de l’enzyme. Elle donne finalement un trouble ou meme un 
pr6cipit6. Mais m&me en solution fraichement rajeunie, l’amylose n’est 
gknbralement pas dkgradi! intbgralement par la ,&amylase et il faut 
plusieurs rajeunissements successifs pour le transformer 5t 100 yo en 
maltose. Cette rksistance s’explique par la formation de submicrons 
pendant la rkaction enzymatiquc mBme. Elle est encore facilitke par 
le fait que le poids moldculaire de l’amylose ne dkcroit que lentement 
lors de l’action de la /?-amylase1), alors que sa solubilitk diminue ra- 
pidement. En effet la /?-amylase fait vite disparaitre les fractions de 
trBs petit poids molPculaire qui servaient de collofdes protecteurs. 

Nous avons trouvk qu’un ph6nomBne analogue se produit lors 
d e la dkgradation a-amylatique de l’amylose. Quoique l’a-amylase 
scinde l’amylose rapidement en chaines de petit poids mol6culaire on 
peut constater la formation de submicrons d’amylose resistant a 
l’action enzymatique, mkme quand la solution est fraichement ra- 
jeunie. 

Ceci a pu &tre d6montrk de la faqon suivante: nous avons fait 
rPagir de l’a-amylase en concentrations trks diffkrentes sur de l’amy- 
lose fraichement rajeuni, et nous avons mesurk l’augmentation du 
pouvoir rdducteur en fonction du temps. Trois pr6parations d’a-amy- 
lam de provenance diffkrente nous ont servi d’enzyme pour ces essais : 
lo de l’a-amylase de pancreas cristalliske z ,  3 ) ;  2O de l’a-amylase de 
bact6rie biolase n, hautenient purifike et contenant environ 70 yo 
d’enzyme pure2)4); 3O de l’a-amylase de malt purifii!e5). Ces trois 
prkparations d’enzyme sont exemptes de maltase. Comme solutions 
d’amylose nous avons utilis6 des extraits aqueux, fraichement prk- 
par&, d’amidon de mafs6). Get amylose est exempt d’amylopectine ; 
il peut &re dbgradk a 100 yo par la /?-amylase6). Pour obtenir le maxi- 
mum de dispersion, ces solutions d’amylose ont d t6  rajeunies’) par 
un traitement h la soude dilu6e, suivi d’un rajustement au pH voulu, 
immddiatement avant l’adjonction de l’a-amylase. Ces solutions sont 
ainsi en m&me temps tamponnkes au pH optimum de l’activitk de 
chacune des trois enzymes utiliskes: pH 5,3 pour les a-amylases v6gk- 
tale et bactkrienne et pH 6’9 avec adjonction de NaCl pour l’a-amylase 
de pancrdas. La tempbrature de la reaction Btait de 35O (2. Nous avons 

l) (7.8. Hunes, Can. J.Res. 13B, 185 (1935); Kew Phytologist 36, 101, 189 (1937). 
2, L’cr-amylase de pancreas cristalliske a 6th prkparke par le Dr. E.Fischer et la 

3, K .  H .  Meyer, E. H .  Fischer et P. Bernfeld, Helv. 30, 64 (1947); Exper. 3, 106 

4, K .  H. Meyer, M .  Fuld et P. Bernfeld, Exper., sous presse. 
5 ,  K .  H .  Meyer et P. Bernfeld, Helv. 24, 359 E (1941). 
6 ,  K. H. Meyer, W .  Brentuno et P. Bernfeld, Helv. 23, 845 (1940). 
i ,  K. H. Meyer, P .  Bernfeld et J .  Press, Helv. 23, 1465 (1940). 

biolase purifike par le Dr. Muria Fuld. Nous tenons B les reinercier. 

(1947). 
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suivi le pouvoir rdducteur par la mdthode de Willstutter et Bchudel l)‘2)? 

seule mBthode permettant de determiner les groupes alddhydiques 
d’un hydrate de carbone quel que soit son poids moleculaire. 

I1 rdsulte de ces essais que le degre de scission, atteint a la fin 
de la reaction primaire, depend de la concentration de l’enzyme. La 
scission a ce point est d’autant plus faible que la concentration de 
l’enzyme est plus petite. Comme on le voit dans les fig. 1, 2 et 3, 
le m&me effet se produit pour chacune des trois a-amylases utilisdes. 
L’activitd des enzymes ne diminue pourtant pas pendant la dur6e de 
la rdaction (l’cc-amylase de pancreas a Btd stabilisde par l’adjonction 
d’une solution de l’enzyme bouillie et filtrP.e3)). Mais si nous effectuons 
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Fig. 1. 
IXgradation de l’amylose par l’a-amylase de pancdas aux concentrations d’enzyme de 

C0,21, PI, [201, et [2001. 
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Fig. 2. 
Dbgradation de l’amylose par l’a-amylase de bacterie aux concentrations d’enzyme de 

[I], PI ,  [lo], [50] et [loo]. 
l) R. RJillstlitter e t  G. Schudel, B. 51, 780 (1918). 
2, K. Linclerstrom-Lana et  H. Holter. Ann. chim. anal. 39. 116 (1934). 
3, K.  H .  Meyer, E .  HIFischer et  P. Bernleld, Helv. 30,’64 (1947); Exper. 3, 106 

(1947). 
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Fig. 3. 
Dhgradation d~ l’amyloee par l’cc-amylase de malt aux concentrations d’enzyme de 

PI, r101, Fool. 

pendant la seconde rkaction lente un rajeunissement suivi d’adjonc- 
tion d’une nouvelle portion d’enzyme, la vitesse de r4action aiigrnente 
hrusquement. Le degri: de scission devient ainsi plus 4lev6 (voir 
fig. 4 et 5); il atteint finalement dans tous les cas (iiventuellement 
apr&s plusieurs rajeunissernents successifs) des valeurs de scission de 
40 B 45%. Par contre, l’adjonction d’une nouvelle portion d’enzyme 
sans rajeunissement prealable ne provoque aucune augmentation 
brusque de la 1-itesse de rhaction. 

Cornme on le sait dann le cas de la dkgrsdation ,L?-amylatique, Irs 
submicrons d’amylose donnent apr&s un certain temps un trouble 
et m&me un prkcipit6. Par contre, dans le cas de la dkgradation a-amy- 
latique ilx restent toujours invisibles, le Doids mol4culairc dm rhRinrri 

Fig. 4. 
L’effet du rajeunissement sur la d6gradation de l’amylose par I’m-amylase de pancr6a.s. 

+ = rajeunissement. 
[0,2] = concentration d’enzyme [0,2]. 

R [2O] = adjonction d’enzyme, portant la concentration B [20], aprks rajeunissement. 
[2O] = concentration d’enzyme [2O]. 

R [2O0] = adjonction d’enzyme, portant la concentration B [ Z O O ] ,  aprhs rajeunissement. 
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46 UP liJISO!7S 
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F h P L f E S  

Fig. 5 .  
L’effet du rajeunissement sur la dkgradation de l’arnpll par I’x-amj 1as.t. tle bactbrie. + = rajeunissemcnt. 

[I] = concentration d‘enzyme rl]. 
SR 1101 = adjonction d’enzyme, portant la concentrat ion & [ 101, sans m ~cuniiieinent. 
R [ 101 : adjonction d’enzyme, portant la concentrat~on b 11 01, apj i ~ r  1 <I ~cuniisement. 

R [lo01 - adjonction d’enzyme. portant la concentration L [l  001. ap1i.q ril(~uiiiisemt.nt. 

tl’amylose Btant, dejh fortement r8duit. LeLiir formation l)cut’n(.an- 
moins &re observ6e au nBph6lombtre en siiil ant I’augmtWat ion du 
trouble en fonction du temps (voir fig. (i). U n  faible troiihle, dQ 

[5] = concentration d’enzyine [5]. 

infensite relative 
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Fig. 6 .  
Mesure nkph61om6trique du troubIe (intensit6 relative dt, 1,) 1uinii.re dispersre) lors de la 
dkgradation de l’amylose par l’a-amylase de bact6rie < I  I I Y  cvnce~ltrations tl’rnzyme de 

[l], [lo] et [IOU]. 

A l’amylose, diminue rapidement au dBbut tle la rPaction. qurlle que 
soit la concentration de l’enzyme. Puis au monient m6me ob I:t valeur 
du pouvoir r4ducteur annonce la fin de la rPartion primaire on observe : 
pour le8 faibles concentrations d’enzyme, uiie augmentation progres- 
sive du trouble; pour les concentrations moj chimes d‘enzynw~ une aug- 
mentation trks faible du trouble j pour les fortes (wncmtratiorls d’en- 
zyme, plus aucune augmentation du troublt.. 



Volumen xxx, Fasciculus VI (1947). 1901 

L’influence de la concentration de l’a-amylase sur la degradation 
de l’amylose s’explique done de la fagon suivante: aux concentrations 
faibles d’cnzyme il y a formation de submicrons d’amylose ou d’amy- 
lose partiellement dkgradb qui sont resistants B l’action de l’a-amylase. 
Si la concentration d’enzyme est plus grande, une plus grande quan- 
t’iti! d’amylose se trouve dbs le debut; sous formc d’une combinaison 
d’addition entre l’enzyme et le substratum, la formation de ce com- 
plexe &ant plus rapide que la reaction enzyma,tique ou la formation 
de submicrons. L’amylose qui se trouve dans cette combinaison n’est 
pas capable de former des submicrons, il subira l’action de l’enzyme. 
La scission atteinte B la. fin de la rkaction primaire est ainsi plus blevbe. 

Comme on le voit, selon la concentration de l’enzyme, la reaction 
primaire peut atteindre n’importe quel degre de degradation inferieur 
a 43%. Le m6me phbnombne doit se produire lors de la dbgradation 
a-amylatique de l’amidon. C’est ainsi que ,Wyrbiick et ~ 0 1 1 . ~ )  ont ob- 
serve une forte diminution de la vitesse de degradation a-amylatique 
quand seulement 22 yo des liaisons glucosidiques de l’amylose et seule- 
ment 1 3 3  yo des liaisons glucosidiques de l’amidon sont scindkes. 
Les conclusions de lWyrbiick quant la longueur moyenne des chaines 
obtenues par la dkgradat,ion a-amylatique ( 5  restes de glucose B. partir 
de l’amylose et 8 restes de glucose k partir de l’amidon) ne sont donc 
pas justifities. 

R ~ S U M I ~ .  

Lors de la dkgradation a-amylatique de l’amylose, une partie 
de ce dernier subit un vieillissement: il forme des submicrons qui 
rbsistent a l’action de l’enzyme. Plus la concentration de I’enzyme 
est petite, plus les particules d’amylose slagregent en formant des 
submicrons et, par consequent, plus la dkgradation est faible. Mais 
si la concentration d’enzyme est suffisamment grande, la dbgradation 
aboutit 21. une scission rapide de 40 B! 45% des liaisons glucosidiques 
de l’amylose. 

Partie expkrimentale. 
Dosage de l’activitd enzymt ique .  

On dose colorimbtriquement par l’acide dinitrosalicylique les groupes rkducteurs 
form& par l’action de l’enzyme sur l’amidon soluble fi 35O C (voir Sumner2)  et NoeZting3)). 

Rdactifs. 1 : Solution d’amidon soluble Zulkowski-Merck 8, 1 %, contenant par litre 
0,016 moles de tampon d’acbtate de PH 5,3. 

2 : Solution d‘amidon soluble Zulkowski-Merck A 1 yo, contenant par litre 0,02 moles 
de tampon de phosphates de PH 6,9 et  0,007 moles de NaC1. 

3: Solution contenant 1 gr. d’acide 3,5-dinitrosalicylique, 20 cm3 de NaOH 2 n  et 
30 gr. de sel de Seignette, portke 8, 100 cm3. 

1)  K.  Myrbiiek, J .  pr. [2] 162, 29 (1943); K .  Myrbiick et  W .  Thorsell, Svensk Kem. 
Tidsk. 54, 50 (1.942). 

2)  J .  B. Sumner,  J. Biol. Chem. 62, 287 (1925). 
9 G .  Noelting, Thhse, Genbve (1947). 
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Dosage. On fait agir 1 em3 de la solution d‘enzyme pendant 3 minutes A 35O C sur 
1 em3 de I pour les a-amylases de bacterie e t  de malt, ou sur 1 em3 de 2 pour l’a-amylase 
tie pancreas. Puis on ajoute 2 em3 de 3, plonge pendant 5 minutes dans de l’eau bouillante, 
refroidit, dilue par 20 em3 d’ean et  lit au photometre contre un blanr sans enzyme trait6 
dans les m6mes conditions. 

L’activitd enzymatique. L’extinction obtenue est exprimbe en mgr. de maltose hydrate 
(C12H,,012) d’aprirs une courbe d’ktalon. L’activitk de 1 em3 de la solution enzymatique 
cbst exprimbe en mgr. de maltose obtenus dans ces conditions de dosage. 

L u  concentration de l’pnzyme est donnke en activite par volume de solution. pu’ous 
designom par [l] la concentration enzymatique suivante: 1 em3 d’une solution d’enzyme, 
posskdant dans nos conditions de dosage une activit6 do I ,50 mgr. de maltose, e t  diluk 
12 50 cm3. 

Prdparation des enzymes. 
a-amylase de pancreas, voir l )  ; a-amylase de bacteric, voir 2, ; l’a-amylase de malt 

n Pt6 prbparite B partir de l’orge germee 3). 

Recherche de la maltuse dans les prkparations d‘a-amylase. 
A 2,5 em3 d’une solution d’cc-amylase de concentration [200] on ajoute 2,5 em3 

d’une sclution de maltose a O,lo/,, tamponnee A PH 6,9 aux phosphates 0,02 M. Aprbs un 
repos de 8 heures A 35O C on dose le pouvoir reducteur de 2 emd de cette solution et on 
I r  compare avec lc pouvoir reducteur de 2 em3 de cette solution immkdiatement aprBs 
I adjonction de la solution d’enzyme. 

Nous avons trouve que l’augmentation du pouvoir reducteur en 8 heurcs A 35O 
r s t  niille pour chacune de nos trois preparations d’a-amylase, ce qui prouve l’absence de 
maltase. 

Prdparation de la solution d’amylose. 
20 gr. d’amidon de mais sont suspendus dans 50 em3 d’eau de 30 A 40O. Cette sus- 

pension cst versee tr&e lentement dans 1 litre d’eau A 70O C sous faible agitation. La tem- 
pkrature de 700 est maintenue pendant 30 minutes, tout en continuant d’agiter lentement. 
h i s  on refroidit et centrifuge pendant 10 minutes A 3000 tours/min. La solution limpide 
d’amylose est dkcantke. Pour les essais de dkgradation cr-amylatique cette solution ne 
peut servir que le jour m6me de sa preparation. 

La concentration en amylose d’une telle solution est trks variable, elle depend sup- 
tout de I’amidon de mais employ& C’est pour cette raison que nous avons utilisi: le m6me 
Pchantillon d’amidon de mais pour tous nos essais, la concentration ne varie alors plus 
gu’entre 0,09 et  O , l l % .  La teneur exacte en amylose de la solution est dkterminee pour 
c haque prkparation par hydrolyse acide et  dosage du glucose form& 

L a  ddgradation de l’amylose. 
650 cm3 de solution d’amylose fraichement prkparbe et se trouvant dans un thermostat 

de 35” C sont additionnes de 10 em3 de NaOH n. Apres 10 minutes de repos on ajoute: 
pour les essais effectuks avec l’a-amylase de bactkrie ou avec l’a-amylase de malt 12,5 em3 
de CH,COOH n, portant le p~ a 5,3, et 7 3  cm3 d’eau; pour les essais effectues avec l’cc- 
amylase de pancreas 12,5 cm, de H,PO, 1,6 n, contenant 0,28 gr. de NaC1, portant le 
P A  A 6,9, et  7 3  em3 d’une solution d’a-amylase de pancreas A 0,5%, bouillie e t  filtr6e3). 
Immkdiatement apr&s on ajoute la quantite voulue d’a-amylase, contenue dans 20 em3 
d’eau. A des temps d6termini.s on pr&ve des prises de 100 om3 dans lesquelles la reaction 
enzymatique est arrhtke B temps voulu par l’adjonction de 15 em3 de tampon alcalin (pH 
10,6j selon Linderstrom-Lang et  HoEter3). Le pouvoir reducteur est alors dosit selon Will- 
slutter ct Schude15). De ces valeurs do reduction on dkduit la valeur de reduction obtenue 

l) K.  H .  Meyer, E. H.Fiseher et P. Bernfeld. Hclv. 30,64 (1947); Exper. 3,106, (1947). 
2 ,  A publier. 
4 j  K .  Linderstrorn-Lang et  H .  Holter, Ann. chim. anal. 39, 116 (1934). 
5 ,  R. Willsttitter et  G. Schudel, B. 51, 780 (1918). 

j j  K .  H .  Meyer et P. Bernfeld, Helv. 24, 359E (1941). 
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dans une prise prhlevhe au temps t = 0 qui est la somme de t’outes les valeurs ii blanc. 
On exprime les valeurs ainsi obtenues en mgr. de glucose e t  divise par le nombre de mgr. 
d’hydrate de carbone total dans 1. cm3, ce qui donne lc pourcent des liaisons d’amylose 
scindees. En portant ces valeurs en fonction du temps on obtient des courbes, representees 
dam les fig. I, 2 et  3. 

Le contrsle de l’activitd enzymatique a u  cows de l’essai. 
Pour contrhler la stabiliti: de l’enzyme pendant la dkgradation de l’amylose, nous 

avons preleve des temps determines des prises do 1 em3 que nous avons ajoutes ti 35O C 
B 1 em3 d‘une solution d’amidon Zulkowski B I”/. Nous avons dosk le pouvoir reducteur 
de cette solution aprbs 3 minutes au moyen de l’acide dinitrosalicylique (voir dosage de 
l’activith enzymatique). La difference entre cette valeur de reduction et  celle que donne 
une prise de 1 em3 sans adjonction d’amidon Zulkowski est due l’action a-amylatique 
sur l’amidon Zulkowski. Elle exprime done l’activith de l’enzyme au temps t. La stabilite 
de nos trois %-amylases pendant la dkgradation de l’amylose ti 35O et  dans les conditions 
de nos essais est indiquee dans le tableau 1. L’activitk est exprimee en 96 de l’activite 
de chaque enzyme au temps t = 0. 

Tableau 1. 

concentration activitk 
de I’enzyme apes 10’ ~ aprbs 90’ 1 apes 20 hrs 

__________ _ ____ ~ 

I 
80% 

65 76 
87 % 

U O I  

cr -amylase 
de 

~ ~ ~ ~ 

~~ 

pancreas. . . . ~ 

bacthrie . . . . I ’ [I01 r malt . . . . . 1 ~101 

Le rajeunissement. 
On effectuc des essais de degradation selon les indications ci-dessus, mais avec des 

quantites doubles. Quand la vitesse de reaction est devenue tres lente, c’est-&-dire aprhs 
des temps variant entre 90 minutes et 5 heures depuis le debut de la rkaction, on prBl6ve 
650 em3 de la solution, on y ajoute 20 em3 de NaOH n et  on laisse 10 minutes a Xu. On 
ajoute alors 25 em3 de CH,COOH n, ou 25 emJ de H3P0, 1,6 n (selon l’a-amylase 
utilishe et  lc p~ dtrsire), pujs on ajoute immediatement 20 om3 de solution d’enzyme. 
Cette dernibre est en giinbral 10 fois plus coneentree que la premiere portion. La con- 
centration en or-amylase est ainsi 10 fois plus forte qu’avant le rajeunissement. Lo pouvoir 
reductcur est dose de la m6me fapon qu’auparavant. Simultankmant, on suit la dhgrada- 
tian de la partie qui n’a pas subi de rajeunissement. Lorsqu’il s’agit de plusieurs rajeu- 
nissements successifs on procede de la mbme fagon. Les rbsultats sont donn6s dans les 
fig. 4 et 5. 

Mesures nkphklorndtriques. 
On effectue des essais de degradation selon les indications ci-dessus. A des temps 

d6termin6s on pr6lAve des prises qu’on examine au n6phklomhtre. Le trouble relatlf 
observe est exprime par l’intensite de la lumibre dispersee I. En portant le trouble relatif 
en fonction du temps on obtient des courbes de la fig. 6. 

Nous remercions M. lo Prof. K.  H .  Meyer de ses precieux conseils et de l’intbr6t 
qu’il a port6 a nos travaux. 
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