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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). 
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Purification et cristallisation. De recents travaux dans ce laboratoire ont montrir 
que les preparations d’amylase obtenues par Ies methodes habituelles pouvaient subir, 
dans certaines conditions, une perte d’acitivitb resultant d‘une degradation de la mol6cule. 
Ce phenomhne put &re attribu6, en partie tout au moins, A la presence de traces de pro- 
teases accompagnant I’enzyme en cours de purification. Pour eviter cette Bventualitb, les 
amylases furent purifikes en presence d u n  inhibiteur d’enzymes proteolytiques, le diiso- 
propyle-fluorophosphonate (DFP) . 

L’a-amylase de B. subtilis, souche Kalle, a &ti: cristallishe & l’aide d‘une methode 
trhs semblable 8. celle mise au point pour la purification de l’enzyme de soucho T ~ l c a m i n e ~ ) ~ ) .  

Activitk enzymatique. Les deux amylases de B. subtilis se distinguent des cr-amylases 
aniniales e t  de vegittaux superieurs du fait qu’elles ne necessitent l’addition d’aucun 
activateur pour manifester leur activitk enzymatique. On sait en effet que I’amylase 
humaine (pancreas e t  salive) e t  celle de pancreas de porc, sont inactives en l’absence 
d‘anions monovalents (Cl’, Br’, 1’, NO,’, etc.) alors que l’cr-amylase de malt demande la 
presence d‘ions calcium. A ce point de vue, les amylases bacteriennes (B. subtilis, Pseudo- 
monus succharophilu)8) s’apparentent plutBt & l’cr-amylase #Aspergillus oryzueg), qui, elle 
non plus, ne necessite l’addition d’aucuq ion particulier pour manifester toute son 
activit8’0). 

De m6me que dans le cas des autres or-amylases, les reactions catalysees par les deux 
enzymes bactiriens sont d‘ordre zero pour une degradation du substrat infitrieure A 12%. 
E n  effectuant les dosages A des concentrations d’enzyme telles que cette valeur ne soit pas 
dkpassee, on trouve des vitesses de reaction proportionnelles A la quantite d’enzyme en 
jeu. Aprhs trois cristallisations successives, ces deux enzymes presentent une activit6 spk- 
cifique de l’ordre de 12000 unites par mg d’azot+), considhrablement superieure & celle des 
autres c(-amylasesla). 

Activitk en fonction du p H .  Les deux enzymes sont actifs entre les p H  3,O et  9,5 avec 
une zone optimum entre 5,2 et  6,4 (fig. 1). 

Stabilitl en fonction du p H .  Les deux enzymes bacteriens sont caracthrie6s par leur 
remarquable stabilite en milieu alcalin. A p H  12, ils conservent encore 95% de leur 
activite aprhs 20 heures d’incubation A 20°. Par  contre, ils sont relativement instables en 
milieu acide, mais l’addition d’ions Ca++ les prothge considhablement (fig. 2). 

Coefficients de tempkruture et dnergie d‘activution. L’activitB des deux enzymes a 6th 
determinee en fonction de la temperature, A pH 6,4. Leur optimum d’action se trouve aux 
environs de 55O, mais cette valeur varie Anormkment selon le degri: de pureti: de l’enzyme et  
surtout selon la nature e t  la concentration des sels presents, les cations divalents ayant 
un effet stabilisateur & temperature Blevee. Au del& de la temperature optimum d‘action, 
l’enzyme est tr$s rapidement d6sactiv6. Des coefficients de temphrature identiques ont 8tB 
trouvhs pour les deux enzymes (tableau I). 

Au dessus de 30°, les dosages d‘activitit sont sujets B certaines variations dues trks 
probablement A une instabiliti: de I’enzyme purifi6. 

’) Contrairement aux extraits obtenus ti partir des produits aTakuminea, les extraits 
de “Biolase forment des solutions extr6mement visqueuses. Aussi faut-il extraire l’en- 
zyme dans un volume double (600 cm3) de celui indique dans la communication prCc6- 
dente. Par contre, le fractionnement qui suit l’extraction se fait A I’aide de sulfate d‘am- 
monium solide, en presence de 1 g/l d‘acittate de calcium. 

*) A.  Markovitz, H .  P. Klein & Ed. H .  Fischer, Biochim. e t  biophys. Acta 19, 267 
(1956). 

9, Ed. H .  Fischer & R. de Montmollin, Helv. 34, 1987, 1994 (1951). 
lo) L. L. Campbell, Jr. ,  Arch. Biochemistry and Biophys. 54, 154 (1955), rapporte 

que les cr-amylases de deux bacteries thermophiles facultatives (B.  stearothermophilus, 
souche 1518, et  B. coagulens, souche 43 P) seraient partiellement activees par l’ion chlore. 

11) Voir I ) ,  note 15. 
12) Kurt H.  Meyer, Experientia 8, 405 (1952). 
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Tableau I. 
Coefficients de tempCrature*) des cc-amylases do B. subtilis. 

Intervalle 
de tempBrature 

souche Takamine 
a-amylase de 

or-amylase de 
souche Kalle . . 

537 

0-10O 5-150 10-20° 15-250 20-30° 25-35O 

2,7 2 , l  2,o 2,O 1,6 133 

2,7 220 2,o 2,o 1,6 1,4 - 

Un diagramme selon Arrhenius montre que ces deux amylases prbsentent une double 
Bnergie d‘activation, le point d’inflexion s’btablissant vers 12O. Des valeurs de 15000 f 200 
cal/mole ont Bti :  trouvBes entre 0 e t  120, e t  de 11000 & 300 cal/mole en dessus de 12O 9. 

Spectre d’absorption. Les spectres d’absorption dans I’ultra-violet des deux enzymes 
sont absolument identiques, presentant un maximum b 280 mp, e t  une Bpaule entre 287 
et  291 mp (fig. 3). Des coefficients d’absorption Eiir = 15,9 & 0,l par mg d’azote e t  
2,52 par mg de p r o t h e  ont B t B  trouvBs pour les deux amylases. 
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Fig. 3. 
Spectre d’absorption. 

Concentration en prothine: 0,27 mg/cm3. p H  6,5; 
cuves cle 1 cm; spectrophotom8tre Hilger modde H 700/302. 

-c--o- a-amylase, souche Takamine. -+0- a-amylase, souche Kalle. 

Murkovitz et aL8) rapportent pour l‘a-amylase de P. saccharophila - un enzyme 
adaptatif - des Bnergies d’activation de 14400 et  de 8500 cal/mole, avec point d’inflexion 
& 1 5 O .  



Tampons 

vi.ronal-ac6tate . 
phosphate . . . 
acetate . . . . . 

Discussion. 
Jusqu’a present, presque tous les travaux traitant des problbmes 

de specificit6 dans le domaine des enzymes ont B t B  consacres k la sp6ci- 
fieit6 d’action de ees catalyseurs. On d6finit ainsi la s6lectivitk avec 
laquelle un enzyme attsque un substrat donn4 ou, lorsque plusieurs 
substrats plus ou moins 6troitement apparent& peuvent rkagir, la 
raison et l’importance de cette reactivit6. I1 s’agit done plutbt d’une 
(( specificit’k de substrat )) qui peut &re exprimke, pour un enzyme 
donne, par sa constante de IlIichaeZis (constante apparente de dissocia- 
tion du eomplexe enzyme-substrat) et sa vitesse de reaction (dkcom- 
position de ce eomplexe en enzyme plus produits de rbaction) pour 
chaque substrat particulier 14). Pest k 1’6tude de la spkcificiti. d’action 

MobilitBs*) 
x 10 -5  cmz volt-1 sec-1 
pH (Takamine1 Kalle 

Force 
ionique 

0,l 8,55 -3,0 -2,9 
O J  6,s -2,4 -2,3 
0,l 5,52 -0,42 -O,42 

1 4 )  Cette vitesse de r6action peut Btre nulle dans le cas d’un inhibiteur compktitif. 
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qu’ont B t B  consacres les travaux aujourd’hui classiques de H ~ Z f e r i c h ~ ~ )  
et Pigman16) sur les glucosidases, de B e r g ~ z a n n l ~ )  et Neurathls) sur les 
proteases et peptidases, entre autres. 

Beaucoup plus rares sont les travaux consacres a la specificit6 des 
enzymes eux-mtimes, c’est-a-dire touchant aux problhmes de variation 
tie specificit6 ou de structure que l’on observe selon l’origine de la, 
proteine. Alors que les premiers travaux semblaient indiquer que la 
((specificit6 de structure)) des enzymes depend avant tout de l’espdce - 
et non de l’organe - dont ils proviennent ( c a t ~ l a s e s ~ ~ ) ,  amylases20), 
il apparait aujourd’hui que cette vue ne doit pas titre genBralis8e. 
Ainsi, on connait dBjh plusieurs exemples d’enzymes provenant d’un 
mtime animal, mais qui varient considerablement quant a leurs pro- 
prietes ou b, leur spbcificite de substrat, selon l’organe dont ils sont 
extraits. En comparant l’affinite des hexokinases de foie, de muscle et 
de cerveau de Lapin, SZei.n, Cori & CoriZ1)  ont montre que ces trois 
enzymes diff8rent quoiqu’ils exercent la mbme fonction dans le mbta- 
bolisme des hydrates de carboneZ2). De m6me, des differences ont B t B  
observees entre les phosphorylases de foie et de muscle chez cet animal, 
et cette situation se retrouve dans le cas des phosphatases et de 
plusieurs enzymes d’oxydo-reduction. Enfin, on sait aujourd’hui 
qu’une m6me cellule peut posseder deux enzymes distincts catalysant 
exactement la m6me reaction - sans qu’on sache la raison de cette 
duplication de moyens. C’est le cas par exemple des deux deshydro- 
genases isocitriques de levure, dont l’une utilise le TPNZ3) comme 
coenzyme, alors que la seconde est specifique au DPN23) et demande 
l’ac. adenylique comme activateur”). 

la spBcificit6 de structure des enzymes sont relativement peu nombreux. 
D’abord pour entreprendre une telle Btude, il est indispensable de 
pouvoir disposer de quantitks importantes d’un materiel non seulement 
tr8s pur, mais encore aussi ((intact)) ou matif)) que possible. Cette 
dernidre condition est la plus difficile realiser. En effet, d8s que les 

Plusieurs difficult& expliquent pourquoi les travaux consacres 

15) B. Helferich, Enzymes ( J .  B. Sumner & K .  Myrback), Vol. I, 79. Academic Press, 
1950. 

16) W .  W .  Pigman, Advances in Enzymol. 4, 41 (1944). 
17) M. Bergmann & J .  8. Fruton, Advances in Enzymol. I ,  63 (1941); voir aussi 

la) H .  Neurath & G. W .  Schwert, Chem. Rev. 46, 69 (1950). 
19) R. K. Bonnichsen, Arch. Biochemistry 12, 83 (1947). 
20) P. Bernfeld, F .  Duckert & Ed. H .  Pischer, Helv. 33, 1064 (1950). 
21) M. W. Slein, G. T .  Cori & G. F. Cori, J. biol. Chemistry 186, 763 (1950). 
22)  Ces auteurs montrdrent qu’alors que le muscle et le foie posskdent des hexolrinases 

distinctes pour effectuer la phosphorylation du glucose et du fructose, le cerveau ne 
posshde qu’un seul enzyme phosphorylant le glucose, le fructose et  le mannose (s’appa- 
rentant, sous ce rapport, b l’hexokinase de levure). 

2, 49 (1942). 

23) DPN, TPN = di- et triphosphopyridine-nuclhotide. 
24) A. Kornberg & W. E. Pricer, J. biol. Chemistry 189, 123 (1951). 
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conditions physiologiques sont bouleversees par les prockdks d’extrac- 
tion et de purification, un enzyme peut subir certaines altkrations qui 
modifieront dventuellement ses propriktks physico-chimiques. Comme 
ces alterations ne se manifesteront pas ndcessairement par une varia- 
tion de l’activitk specifique, elles pourront Behapper aux contr6les 
habituels effectuks en cours de purification. 

Dans une etude comme celle-ci, dans laquelle on compare les 
propriBt6s de deux enzymes provenant de deux materiels de depart 
diffkrents, le problirme se complique encore du fait qu’il est toujours 
possible que ces produits contiennent, B des degrks variables, des 
substances ktrangirres capables de modifier leurs propriktks. Akabori25) 
a mentionnk que l’amylase d’A. oryxae isolee k partir d’une culture en 
milieu synthktique contient dix fois moins d’hydrstes de carbone 
qu’un m6me enzyme isole B partir d’une culture en milieu naturel; 
ces sucres ne purent &re 4limin8s m6me aprks plusieurs reeristallisa- 
tions successives. Dans certains cas, et ern particulier dans eelui qui 
nous occupe, ces impuretks peuvent &re des proteases capables de 
degrader l’un des materiels plut6t que l’autre. Des differences de 
propriktes qui pourraient resulter de telles degradations (celles-ci 
peuvent se reduire B la scission d’une seule liaison peptidique) pour- 
raient &re interprktees k tort comme &ant la preuve d’une difference 
reelle entre les deux enzymes. 

Enfin, une derniirre difficult6 provient de ce qu’aucune technique 
particuliirre, par elle mkme, n’est suffisante pour 8tablir l’identite de 
deux protkines. Ainsi, la mkthode immunologique, considkrBe k juste 
titre comme &ant l’une des plus sensibles, s’est revklke peu efficaee 
pour la diff4renciation de certaines molkcules ktroitement apparentkes 
(prolactines de Rceuf et de Moutonz6), hkmoglobines A et SZ7), etc.) 
alors que l’analyse des acides amines, la solubilitk et certaines autres 
proprikt6s physico-chimiques permirent de les distinguer clairement. 

I1 est bien c,ertain que la simple comparaison des propriktes des 
tleux enzymes qui nous intkressent ne eonstitue qu’un premier pas dans 
l’ktude de leur spkcificit6 de structure. Neanmoins, la concordance 
remarquable de leurs proprietks physico-chimiques et enzymatiques 
nous incite fortement k croire $i leur identitt!. 

L’un de nous (E. A. 8.) remercie tr6s vivement la Fondation pour Bourses duns le 
domaine de la Chirnie de l’appui qu’elle lui a accord& 

Nous rcmercions M. Roger Wade pour l‘aide qu’il nous a apportke au cours dc ce travail. 
Cette etude a At6 effectuee avec l’appui du Fonds pour 1’Encouragement des Recherches 

Scientifipues (Berne), de l’lnitiative 171 de 1’Etat de Washington (U.S.A.) e t  d’EZi Lilly 
& Go., Indianapolis (U.S.A.). 

2 5 )  H .  Hanafusu, 2’. Ikenaka & 8. Akabori, J. Biochemistry (Japon) 42, 55 (1955). 
26) H. W .  Bischofj& IV.  R. Lyons, Endocrinol. 25,17 (1939); cf. G .  H. Li, The Proteins, 

Vol. I IA,  595 (H. Neurath et  K .  Bailey, Bd.), Academic Press, New York (U.S.A.) 1954. 
2’) M .  Goodman &: D. H .  Campbell, Blood 8, 422 (1953); cf. A.  I .  Chernoff, New 

England J. Ned. 253, 322, 365, 416 (1955). 
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SUMMARY. 
The properties of two crystalline cc-amylases obtained froin two 

different strains of 23. subtilis are described. The pH optima, stabilities, 
temperature coefficients, absorpt,ion spectra, sedimentation and elec- 
krophoretic mobilities have been determined for both enzymes and 
found to  be identical. 
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68. Zur Kenntnis des Coronens. 

aber Carbonsauren des Coronens 
von H. Hopff und H. R. Schweizer. 

(14.11. 57.) 

1. Mitteilung. 

Coronen (I) (Formel s. S. 544), das synthetisch schwer zuganglich 
ist 1-4), wurde bisher nur wenig u n t e r ~ u c h t ~ ) ~ ) .  Es wurde 1932 erst- 
inals von SchoZZ & Me yer ausgehend vom Anthrachinon-175-dicarbon- 
siurechlorid und m-Xylol uber das 2,3,8,9-Dibenzocoronen und die 
Coronen-2,3,8,9-tetraearhonsiiure erhalten, welche letztere nicht 
niiher charakterisiert wurde I). Uher andere Carbonsauren ist nichts 
bekannt. Das reine Coronen bildet blassgelbe Nadeln, welehe bei 
4420 9 schmelzen und im Hochvakuum bereits ab 250° sublimieren. 
Das technische Coronen, welches aus den Ruckstiinden der Bohle- 
hydrierung gewonnen ~ i r d ~ ) ~ ) ,  ist mit geringen Mengen einer roten 

l) R. Scholl& K.  Meyer, Ber. deutsch. chem. Ges. 65, 902 (1932). 
2)  M. 8. Newman, J. Amer. chem. SOC. 62, 1683 (1940). 
3) W. Baker, F.  GockEing & J .  F. W .  McOmie, J. chem. SOC. 1951, 1115. 
4 )  W. Buker, J. F. W.  McOmie & J .  M .  Norman, J. chem. Soc. 1951, 1114. 
5, H .  Fromherz, L. Thaler & G. Wol f ,  Z. Elektrochem. 49, 387 (1943). 
6 )  J. M. Robertson & J .  G .  White, J. chem. SOC. 1945, 607. - A‘. R. liuston &. 

W .  Rzidorf, Bull. Soc. chim. belges 56, 97 (1947). - A. Zinke, F .  Hanus & 0. Ferruri, Mh. 
Chem. 78, 343 (1948). - W. Hagge & K.  Hagen, an General Aniline & Film Corp., A P  
2222482 (1939), Chem. Zbl. 1941 I, 3152. - R. Robl, an General Aniline & Film Corp.. 
A P  2210041 (1939), Chem. Zbl. 1941 I, 1096. - -4. Zinke & R. Ott ,  Mh. Vhrm. 83, 546 
(1952); 84, 1132 (1953). 

7)  1%. Furbeizinduustrie AG, EP. 470338 (1936), FP. 516162 (1937), Chem. Zbl. 193711, 
3846; EP. 510736 (1938), Belg. P. 427268 (1938), FP. 49332 (1938), Chem. Zbl. I939 I, 3832. 

8 )  L. Boente, Brennstoff-Chem. 36, 210 (1955). 


