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66. Purification et cristallisation de I’a-amylase de 
B. subtilis (souche Takamine). 

Sur les enzymes amylolytiques 23l) 
par J. Fellig2), Eric A. Stein3)3a) e t  Ed. H. Fischer3”). 

(1 I1 57) 

L’Btude comparative des a-amylases de malt4), de champignon 
inf6rieur5), de bact6rie6), de pancreas de pore’), de sake8)  et de 
pancreas humains9) nous a montre que la plupart de leurs propriBtBs 
varient reguliBrement d’une espBce a l’autre. Par contre, dans une 
espBce donnee, les caraethres de ces enzymes semblent rester remar- 
quablement constants (a-amylase de pore, amylases humaines). Aussi 
nous a-t-il paru interessant de verifier s’il en Btait de m6me chez les 
batteries, oh  l’on trouve, dans une mkme espkee, toute une varietk 
d’individus pouvant differer eonsidBrablement par leurs caractbres 
biologiques et gthetiques. 

En 1947, Kurt H .  Meyer, M .  Puld & P. BernfeZd6) annongaient 
la cristallisation de l’a-amylase de B.  subtilis (souche KuZZe)l0) a partir 
d’un produit commercial11). La methode utilisait entre autres deux 
precipitations en milieu fortement acide, operations dangereuses qui 
ne pouvaient 6tre effectukes que sur un materiel contenant des colloldes 
proteeteurs de I’enzyme. La maison KuZZe ayant par la suite modifi4 

l) Precedente communication: Helv. 36, 1924 (1953). 
2, Adresse actuelle : Division of Biochemistry, Massachusetts Institute of Techno- 

3, Boursier de la Fondation pour Bourses dans le domaine de la Chimie. 
3 8 )  Adresse actuelle : Department of Biochemistry, School of Medicine, University 

4, S. Schwimmer & A .  K.  Balls, J. biol. Chemistry 176, 465 (1948); 179, 1063 (1949); 

5 ,  Ed. H. Fischer & R. de Montmollin, Helv. 34, 1987, 1994 (1951). 
6 ,  Kurt H.  Meyer, M .  Fuld & P. Bernfeld, Experientia 3, 411 (1947). 
’) Kurt H. Meyer, Ed. H .  Pischer& P. Bernfeld, Helv. 30, 64 (1947); Ed. H. Fischer 

& P. Bernfeld, Helv. 31, 1831, 1839 (1948). 
s, Kurt H. Meyer, Ed. H. Fischer, A. Staub & P. Bernfeld, Helv. 31, 2158 (1948); 

P. Bernfeld, 8. Staub & Ed. H .  Pischer, Helv. 31, 2165 (1948). 
9, Ed. H. Fischer, F. Duckert & P. Bernfeld, Helv. 33, 1060 (1950); P. Bernfeld, 

F. Duckert & Ed. H .  Fischer, Helv. 33, 1064 (1950). 
lo) Par souche c<Kallex ou aTakamine)>, nous designons l’origine des bactbries B 

partir desquelles les concentres d’amylase ont 6th obtenus, sans impliquer pour cela qu’il 
s’agisse d‘une souche genetiquement definie de B. subtilis. En fait, comme il s’agit de 
produits commerciaux, nous n’avons pu obtenir aucune indication nous permettant dc 
caracteriser ces organismes de faqon plus precise. 

logy, Cambridge, Massachusetts, U. S.A. 

of Washington, Seattle, Washington, U.S.A. 

Ed. H .  Fischer & C. H.  Haselbach, Helv. 34, 325 (1951). 

11) ((Biolases, Kalle & Co., Wiesbaden, Allemagne. 
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la prkparation de son produit, il ne fut plus possible de rkpeter la puri- 
fication d6crite12). 

C’est la raison pour laquelle nous avons repris la purification de 
l’amylase bacthrienne, a partir d’un materiel different de celui utilis6 
par Meyer et coll. Afin que cette purification f t i t  le moins possible 
influeneke par les variations auxquelles sont toujours sujets les extraits 
comrnerciaux, nous nous sommes efforcbs d’6viter tout traitement 
drastique. 

Nous rapportons dans ce premier travail la cristallisation de 
l’a-amylase de B. subtilis (souche Ta7canzi.ne)l3) ; dans le travail qui 
suit, nous Btudions les proprieties de cet enzyme en les comparant a 
celles de l’a-amylase de B. subtilis (souche Kalle). 

P u r i f i ~ a t i m ~ ~ ” )  : Comme dans le cas de l’a-amylase d’Asper.- 
gillus oryxae5), cette purification n’utilise en principe que des methodes 
habituelles : fractionnement au sulfate d’ammonium, (f mixed salt )) 
precipitation, dialyse et prbcipitation aeetonique pr6cBdant la cristal- 
lisation. Cependant, une operation supplementaire a Btk introduite afin 
de debarrasser l’enzyme d’impuretes colorkes. 

En effet, les extraits bruts que l’on obtient a partir de concentres 
bacteriens commerciaux sont brun-noir et les substances responsables 
de cette coloration (produits resultant de l’oxydation de polyphknols 
ou d’une rdaction de MailZard entre hydrates de carbone et composks 
aminbs) ne peuvent Btre blimin8es par des precipitations fractionnkes 
suceessives. Ces impuretbs n’emphchent cependant nullement la cris- 
tallisation de l’enzyme, mais la solution que l’on obtient aprbs re- 
dissolution des cristaux est tellement colorke qu’elle ne peut &re ana- 
lysBe par aucune des mkthodes utilisant les procedes optiques habi- 
tuels. Des dialyses ou des cristallisations repetees sont insuffisantes 
pour Bliminer cette coloration dont l’intensitk varie d’un produit B 
l’autre et augmente en general avec le temps. 

Nous avons cherche B dkeolorer l’enzyme par diffkrentes mkthodes. 
De bons rksultats ont 6t6 obtenus au moyen de chromatographies 
effectuees sur divers adsorbants. Par exemple, en passant des solutions 
dilukes d’enzyme sur de la terre d’infusoires en presence d’acktate de 
calcium, on peut parfaitement sdparer l’amylase - qui migre moins 
vite - des impuretes colorkes. Cependant, la dilution a laquelle il faut 
travailler est telle que cette operation n’est pas realisable pour les 
ciuantitks mises en jeu lors d’une purification habituelle. 

Nous avons pourtant observe que l’adsorption du produit color6 
augmente proportionnellement B la concentration en ions Ca++ presents. 
Ceci nous a conduits B examiner le pouvoir dhcolorant des sels insolubles 

l2) G. C. Gibbons, travail non publib. 
l 3 )  ((Bacterial Amylase Concentrate)], Takamine Labs., Inc., Clifton, N. J., U.S.A. 

Nousremercionsla maisonTakamine d’avoir gracieusement misce produit Anotre disposition. 
l3a) Ed. 13. Pischer & Eric A .  Stein, Arch. Sci. 7, 131 (1954). 
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de metaux alcalino-terreux et de fait, nous avons trouv6 que les 
substances colordes sont fortement et selectivement adsorbees sur les 
borates, oxalates, phosphates et sulfates de Ca, Sr et Ba. Les meilleurs 
rdsultats ont Bte obtenus a l’aide de sulfate de baryum que l’on forme 
directement dans la solution d’enzyme B d6colorer. 

Le rendement en amylase de cette ophration extrkmement simple1*), 
et qui peut se faire sup de grandes quantitds d’enzyme, est de l’ordre de 
85 yo, pour une decoloration de plus de 90 yo. Ce qui reste des impuretds 
peut &re ensuite hlimin6 par des recristallisations de l’enzyme. 

Une fois decolorde, l’amylase est considhblement moins soluble, 
ce qui facilite beaucoup sa cristallisation. Les cristaux que l’on obtient 
sont nacrks et parfaitement incolores. D’aspect variable, ils se pr6- 
sentent tant6t sous la forme d’aiguilles effil6es plus ou moins longues, 
tant6t sous celle de prismcs aIlong6s termin& en diBdres. 

Fig. 1. 
Cristaux d’cr-amylase de B. subtilis (souche Takamine), grossissement 150 x . 

Rendement de la purification: A partir de 60 g de poudre de depart 
dont on peut extraire environ 6 millions d’unitds d ’ a m y l a ~ e ~ ~ ) ,  on 
obtient plus de 1 g d’enzyme cristallise, avec un rendement en activite 
cle l’ordre de 40 Yo. AprBs trois cristallisations, l’activith sphcifique des 
eaux-mkres atteint celle des cristaux (environ 1 2  000 uniths par mg 
d’azote), confirmant que le produit cristallisd est bien l’amylase. 

Tests de purete’: L’u-amylase de B. subtilis (souche Takamine) a 
6t6 soumise Q l’analyse electrophordtique B pH 5,52 (tampon acetate), 
6,80 (tampon phosphate) et 8,55 (tampon vkronal-ae&ate), B une force 
ionique de ,u = 0,l. Dans les 3 cas, on obtient le diagramme d’une 
substance parfaitement homoghe. 

14) Depuis lors, nous avons pu utiliser avec succ&s cette mkthode de dhcoloration par 
le BaSO, pour la purification d’autres enzymes bactkriens ou fongiques (R. subtilis, souche 
Kalle - Takadiastase - Chymotrypsine d‘Erythromyces - protkase de streptocoque - et,c.). 

15) L’unith d’a-amylase est la quantith d‘enzyme qui 1ibh-e 1 mg de amaltosea en 
3 min, A 25O, pH 6,O (tampon glyckrophosphate) ?I partir d’une solution 1% d‘amidon 
soluble (nNoreduxn, Siegfried A.G., Zofingue). Les sucres rhducteurs sont doshs d’aprks la 
mhthode colorim6trique a l’ac. dinitro-3,5-salicylique (G. Noelting & P.  Bernfeld, Helv. 3 I ,  
286 (1948)). 
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Les ultracentrifugations, effectudes dans divers tampons et B 5 
concentrations d’enzyme variant de 0,2 a 2 %, ont confirmi: 1s puretP 
du produit. Les mobilitds dlectrophordtiques et la constante de sddi- 
mentation sont rapportdes dans la communication suivsnte. 

Fig. 2. Fig. 3. 
ElectrophorBse de l’a-amylase de 

B. sublilis (souche Takamine) 

Tampon vkronal-ac6tate pH = 8,55, p = 0,l; 
t = 210 min. Champ Blectrique: 3,23 volts/cm. 

Appareil Xpinco, modkle H. 

Ultracentrifugation de l’a-amylase de 
B. subtilis (souche Takamine) 

Solution d’enzyme A 2% dans un tampon 
v6ronal-ac6tate, p H  = 8,55 & 20°; 

t = 44 min, i 59780 t/min. 
Ultracentrifugeuse Spineo, mod& E. 

recristalliske’6). reeristallisBe16). 

Description des ope‘rations. 
1 0  Re‘actifs. A.  Solution de sulfate d’ammonium (SA) pro anal. saturke a Oo (41,5 g/ 

100 g de solution, soit 3,875-m.), contenant 0,5 g/l d’ac6tate de Ca; clle est ajust6c it pH 
5,0 par H,SO, cone. - B. Solution de KaCI saturBe a Oo (26,28 g/100 g de solution). - C. 
Solution 0,5-m. d’acktate de Ba, pH 7,O. - D. Solution 0,4-m. de sulfate d’ammonium, 
pH 7,O (NH,OH). - E. ((Bacterial Amylase Concentrated de Talcamine Labs., Clifton, N. J., 
U. S.A. Cette poudre est stable lorsqu’elle est conservke A. froid, i l’abri de l’humidit6. 

Toutes les opkrations doivent se fairr entrc O0 et Lio. Centrifugations: 40miii A 
15 000 t/min (30000 g). Agitation: 200 t/min maintenue 15 min apres la fin de chaque 
prkcipitation. 

2 O  Purification de l‘a-amylase, de H. subtilis. -- Extraction: 60 g de 4Bacterial Conccn- 
trate H E sont suspzndus dans 300 cm3 d’acktatc de Na m/50, contenant 0,25 g/1 de R R I J  
(tensio-actif non-ionique de 1’Atlas Powder Go., Wilmington, Dcl., U.S.A.), additionnhs de 
6 B 10 gouttes de dbcanol; le pH de cette suspension (env. 7)  est amen6 & 8,2 par environ 
10 cm3 de NaOH-m. L’extrait cst soumis a une agitation douce, a froid, pendant 2 h, puis 
centrifug6. Les culots sont rejetks et l’extrait brut, brun-noir, est ajust6 a pH 5,O par 
environ 15 cm3 d’acide acktiquc m., puis port6 B 320 cm8 par de l’eau distillhe. 

Fractionnernent au sulfate d’urnmonium saturd (SAS):  Les 320 em3 de l’extrait brut 
sont prBcipitks par 160 em3 de SAS (sol. A)  (0,33 sat.)l?) ajout6s en un fin filet sous agita- 
tion efficace. Aprks 15 min, on centrifugela), rejette lcs culots (env. 10 em33 e t  pr4cipit.e 

16) Ce produit a 6th purifik en pr6sence de diisopropyl-fluorophosphonate afin d6- 
viter une degradation prot6olytique de l’enzyme (voir communication suivante). 

17) Les ch i fhs  entre parentheses indiquent en fractions de la saturation Q Oo, les 
teneurs finales en sulfate d’ammonium (saturation = 1). 

18) Sclon les lots de mathriel de d6part, la quantit6 de protkine qni prkcipite & ce 
stsde est parfois minime. Dans ce cas, on peut supprimer cette centrifugation et prbcipiter 
tlirecternent la solution d’enzyme en l’nmenant d’un coup B 0,5 saturation en SB. 
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la liqueur surnageante par 160 cm3 de SAS (0,5 sat.). On centrifuge Q nouveau, rejette la 
liqueur surnageante et dissout les culots dans une quantitk mesuree d’eau (afin de deter- 
miner leur volume - env. 20 om3 - ce qui permettra de calculer leur teneur en sulfate 
d’ammonium). Cette solution est enfin portbe A 120 cm3 19). 

((Mized-salt)) prdcipitation: Aux 120 (31113 de la solution prbcedante on ajoute 120 cm3 
de la solution 13, ajuste le p H  A 5,0, puis prbcipite l’enzyme par env. 150 cm3 
de SAS afin d’obtenir une teneur finale en sulfate d‘ammonium de 0,4 sat. (en tenant 
compte du SA provenant du stade prkckdent). On centrifuge, rejette la liqueur surnageante, 
dissout les culots (env. 18 cm3) et les porte A 80 cm3. Cette solution est dialysee pendant 
environ 12 h contre 100 A 200 volumes d’acetate de Ca m/350 ajuste B pH 7,5 par NH,OH. 

Dlcoloration: La solution dialy.de est portbe A 200 om3 avec de l’eau distillke e t  
ajustke Q pH 6,s-7,0. En procbdant comme pour une precipitation au SAS, on ajoute 
200 em3 de C suivi d u n  m6me volume de Do) puis centrifuge afin d’eliminer le BaSO, 
formk; I’excks d’ions Ba++ (0,02 mole) est indispensable A une bonne adsorption des 
matikres colorees sup le BaSO,, mais, en vue de la cristallisation, il doit 6tre dimin6 par 
une dialyse d’environ 12 h. Celle-ci s’effectue contre 20 volumes d’eau (ajusthe Q pH 7,5 par 
NH,OH) auxquels on ajoute 40 em3 d’Amberlite IR-120, NH,+ maintenus en suspension 
A l’aide d’un agitateur. De plus, de l’acetate de Na est ajouth B la solution d’enzyme 
jusqu’& une concentration finale de 0,02-m. environ. 

CristalZisation: On ajoute 1 g/l d’ac6tate de Ca Q la solution dialyshe, ajuste son pH 
A 6,s et  la prkcipite d u n  seul coup (agitation: 200 t/min) par 2,5 volumes d‘acktone pr6ala- 
blement refroidie A, -ZOO. AprBs 15 min, on centrifuge (2000 tjmin; 15 min) e t  hgoutte 
soigneusement les culots en tenant les tubes renverses. On ajoute ensuite, goutte Q goutte, 
de l’eau aux culots, tout en les triturant, afin de les dissoudre dans un volume minimum 
(30 A 50 em3). La solution legkrement trouble ou opalescente que l’on obtient d’abord est 
soumise pendant quelques min A un courant d’air, afin de chasser l’ac6tone en excks. 
Apres une dernikre centrifugation pour 6liminer les traces de BaSO,, la solution est aban- 
donnhe sur une secoueuse lente en presence de quelques gouttes de toluhe. La cristalli- 
sation debute aprks quelques heures dejh,. 

Recristallisaticn: Aprks une Q deux semaines, les cristaux sont centrifuges, rapidement 
laves dans 2 L i  3 volumes d’une solution glacee d’achtate de Ca 0,Ol-m. e t  recentrifugks. On 
suspend ensuite le culot lavk dans 3 Q 5 volumes de NH,OH 0,1-m., agite la suspension 
jusqu’A dissolution totale (1 Q 3 h), centrifuge e t  ramkne prudemment le p H  8. 6,8 au 
moyen de CH,COOH 0,2-m. (toludne!). L’enzyme est recristallish en presence d’environ 
2 mg/cm3 d‘ac6tate de Ca. Les solutions purifiees peuvent 6tre lyophilishes. 

Nous adressons une pensbe reconnaissante A la memoire du Prof. Kurt H .  Meyer qui 
a toujours tbmoignb un inter& bienveillant Q nos travaux. 

L’un de nous (E. A .  8.) remercie tr&s vivement la Fondation p a r  Bourses dans le 
domaine de la Chimie pour l’appui qu’elle lui a accordk. 

3’0~s remercions Mlle. Olga Dupont, M. Roger Wade et  M. Wolf Hebenstreit de leur 
precieuse collaboration. 

Ce travail a &ttB effectuk avec l’appui du Fonds pour .?Encouragement des Recherche5 
Scientifiques (Berne), de la Fondation Rockefeller (New Pork) et  de l’lnitiative 171 de 
l’atat de Washington (U.S.A.). 

A ce stade, l’enzyme est d6jA assez pur qu’il soit possible de le cristalliser, dans 
des conditions difficiles il est vrai. 

20) Les quantitks indiquees de BaSO, donnent en gkn6ral des resultats satisfaisants. 
NBanmoins, comme I’intensitB de la coloration peut varier d’un kchantillon a l’autre, il 
est parfois avantageux de determiner rapidement sur des prises de 1 ou 2 om3, quelles sont 
les quantites optima A mettre en jeu. Pour certains lots de mathriel de dkpart particulikre- 
ment colorAs, il faut augmenter de 50 A lOOyo la dilution de la solution d’enzyme et  ac- 
croitre proportionnellement les quantiths d’acktate de baryum et de sulfate d‘ammonium. 
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SUMMARY. 

The purification and crystallization of an a-amylase from B. s t ~ b -  
tilis, Strain Takamine, are described. 

I n  addition to ammonium sulfate fractionation, “mixed-salt” 
precipitation, dialysis and acetone precipitation, the procedure includes 
the adsorption of brown pigments on freshly precipitated BaSO,. 

One gram of crystalline amylase was obtained from 60 g of crude 
powder, the total yield of activity being about 40%. After three cry- 
stallizations, the enzyme gave the electrophoretic and ultracentrifugal 
pattern of a homogeneous compound. 
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67. ProprietCs de deux a-amylases de B. subtilis. 
Sur les enzymes amylolytiques 2P1) 

par R. Menzi2), Eric A. Stein3)4) e t  Ed. H. Fischer4). 
(1 I1 5 7 )  

Dans le cadre de nos travaux sur les enzynies amylolytiques, nous 
avons entrepris une Btude comparative tie la sp6cificit6 de structure 
des a-amylases selon leur origine. Le present travail fut suscit6 par les 
divergences oberserv4es dam les propriBtes de deux concentres d’amy- 
lase obtenus a partir de bacteries de la m&me espkce mais de prove- 
nance differentc. Afin de v&ifier s’il en Btait de m6me sur des produits 
purs, ces deux enzymes ont 6tB purifies et cristallisbs: nous dbcrivons 
et comparons ici les propri6tbs des a-amylases de B. subtilis de souche 
(( Takamine n5) et de souche (( KaZZe n6). 

Communication prhchdente: J .  Fellig, Eric A. Sfein & Ed. H.  Fischer, Helv. 40, 
329 (1957). 

2, Adresse actuelle: Battelle Memorial Institute, Gendve. 
3, Boursier de la Fondation pour Bourses d a m  le domaine de la Chimie. 
4, Department of Biochemistry, University of Washington School of Medicine, 

5 ,  Obtenu A partir de ((Bacterial Amylase Concentrate)), Takamine Labs., Inc., 

G, Obtenu A partir de ((Biolaseu, Kalle &: Co., Wiesbaden, illlemagne. 

Seattle, Wash. (U.S.A.). 

Clifton, N. J., U.S.A. 


