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Abstract-Three amylases El, E2 and E3 have been extracted from Passe-Crassane pears pulp and partially 
purified. A good extraction of these enzymes is obtained only with non ionic detergents. Furthermore, 
solubilization of amylase El needs the use of these compounds. Separation of the 3 amylases is obtained by 
chromatography on Sephadex GlOO. El and E2 are ,%amylases whereas E3 is an a-amylase. The first two 
have similar kinetic properties and interconversion of one form into the other is possible. It is suggested that 
the insoluble form El is the result of the association of /J-amylase E2 with other compounds present in the 
fruit. 

R&sum&Trois amylases El, E2 et E3 ont Cte extraites de la pulpe de poires Passe-Crassane et purifiees 
partiellement. Une bonne extraction des enzymes n&essite l’utilisation de detergents non ioniques. 
L’obtention de l’amylase El est d’ailleurs lice a l’emploi de ces composes. La separation des 3 amylases est 
possible sur Sephadex GlOO. El et E2 sont des g-amylases, alors que E3 correspond a une a-amylase. Les 
deux premieres ont des proprietes cinetiques tres voisines et sont interconvertibles; il s’agit peut-btre de la 
meme enzyme dont la forme insoluble El resulterait de l’association de la g-amylase avec d’autres composes 
du fruit. 

INTRODUCTION 

L’HYDROLYSE de l’amidon est un phenomene essentiel de la maturation de nombreux fruits, 
tels que la pomme et la poire. 1*2 Malgre leur role important dans la biochimie de la matura- 
tion, les enzymes amylolytiques sont peu connues et n’ont pas BtC separees ni purifiCes.3~4 
Ainsi, dans les travaux de McArthur-Hespe,5 l’activite des amylases a ett Ctudiee dans des 
extraits de poire n’ayant subi aucune purification prtalable. Les premieres recherches sur la 
separation des amylases de la pornme a l’aide de filtration sur Sephadex G200 ou de 
chromatographie sur DEAE cellulose ont conduit a des resultats negatifs. 

Les difficult& rencontrees dans de telles etudes sont vraisemblablement dues aux prob- 
lemes posts par l’extraction, maintes fois soulignts par divers auteurs.2p7s8 

Grace a des methodes appropriees, des travaux rtcents ont permis la separation et la 
mise en evidence des amylases de fruits en gel de polyacrylamide.g*10 En outre, les amylases 
de la poire Passe Crassane ont pu &tre caracterides.” 
1 R. ULRICH, La Vre des Fruits, p. 222, Masson, Paris (1952). 
z A. C. HULME, Adv. Food. Res. 8,291(1958). 
3 R. ULRICH et C. HARTMANN, Ann. Nutrit. Aliment 21, 161 (1967). 
4 D. R. DILLEY, dans The Biochemistry of Fruits and Their Products, Vol. 1, p. 179, Academic Press, New 

York (1970). 
s G. W. F. M. MCARTHIJR-HESPE, Acta Bot. Neerl. 5, 200 (1956). 
6 Y. T. PAN et H. V. MARSH, JR., Plant Physiol. 44, suppl. (1969). 
’ R. E. YOUNG, Arch. Biochem. Biophys. i, 174 (1965). 
s J. D. JONES. A. C. HIJLME et L. S. C. WOOLTORTON. Phytochem. 4, 659 (1965). 
9 J. C. PECH,‘~. BARDET et J. FALMT, Ann. Techrwl. kg&. 19, 311 (1970); 

lo R. L. CLEMENTS, dans The Biochemistry of Fruits and Their Products, Vol. 1, p. 159, Academic Press, New 
York (1970). 

I1 J. C. PECH, G. BONNEAU et J. FALLOT, Compt. Rend. 273, 175 (1971). 
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Cette etude Porte sur les conditions de l’extraction des amylases de la poire Passe 
Crassane, la purification partielle de celles-ci et la description de leurs proprietes. 

RESULTATS 

Extraction en Prkence ou en 1’Absence de Polymbres ou de De’tergents Non Ioniques 

La filtration sur Sephadex Cl00 d’extraits obtenus avec le milieu de base seul ou 
addition& de polymbres (Carbowax 4000) revele l’existense de deux fractions amylasiques 
E2 et E3 (Tableau 1). Lorsqu’un detergent non ionique (Cemulsol NPT 10) est utilist, une 
amylase supplementaire El apparait. 11 a Ctt demontre precedemment que El et E2 corres- 

pondent a des ,&amylases et E3 a une a-amylase.” 

TABLEAU 1. ACTIVITEDESAMYLASES EXTRAITESDANSDIVERSESCONDITIONSEN~~ DE MALTOSE x lo3 LIBERES 
PAR min PAR DDE MATIEREFRA~CHE 

Enzymes 

Conditions d’extraction 
____ ___ 

Milieu de base Carbowax 4000 (4 %) Cemulsol NPT 10 (0,5 %) 

Culot repris Culot repris Culot repris 
par Cemulsol par Cemulsol par Cemulsol 

Surnageant NPT 10 Surnageant NPT 10 Surnageant NPT 10 

/3-Amylase El 
6: 

330 0 420 540 A.n.d. 
fi-Amylase E2 520 290 140 900 A.n.d. 
a-Amylase E3 16 50 140 14 160 A.n.d. 

A.n.d. = Activitk non dosable, infhrieure ?I 10 unit&s. 

En presence de polymbres (Carbowax 4%, Polyclar AT 2% ou Polyvinylpyrrolidone 
2 %), les fractions obtenues sont dune facon get&ale beaucoup moms actives qu’en presence 
de detergents. Parmi ces derniers, utilists a 0,5x, le Cemulsol NPT 10 s’est montrt sup- 
trieur au Tween 80 et au Triton X100. 

Apres une premiere extraction sans detergent, la /I-amylase El peut-Ztre lib&e en 
soumettant les culots de centrifugation a une deuxieme extraction en present de Cemulsol 
NPT 10 par exemple (Tableau 1). L’obtention sous forme soluble de l’enzyme El est done 
like a I’utilisation d’un detergent. 

Chromatographie sur Gels de Nature Di@rente 

Lors de la filtration sur Sephadex GlOO, gel de dextrans, les trois amylases sont nette- 
ment stparees, alors qu’elles ne le sont pratiquement pas sur Biogel PlOO, gel de poly- 
acrylamide (Fig. 1). Dans ce dernier cas, en effet, l’a-amylase E3 n’apparait pas. 11 est a 
remarquer que le volume d’elution de la ,B-amylase El reste inchange dans les deux cas. 
Ce phenomene de retention des amylases sur gels de Sephadex, deja signal6 pour l’amylase 
pancreatique’* permet une meilleure separation et une purification plus pousste des enzymes 
Ctudiees ici. 

PuriJcation Partielle 

Le protocole de purification est donnt dans la Experimentale. L’elution des enzymes sur 
DEAE Sephadex donne une seule fraction active qui, filtrte sur Sephadex GlOO est sCparCe 

I2 B. GELOTTE, Acra Chew. Scund. 15, 1283 (1964). 
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en deux enzymes El et E2. La fraction E3, faible et perdant pratiquement toute activite lors 
du passage sur DEAE Sephadex, est obtenue par passage direct sur Sephadex GlOO. 

Au tours de la purification, l’activitt sptcifique de El, E2 et E3 exprimeepar rapport aux 
proteines est multipliee par 1,7, 1 I,7 et $5 respectivement. L’enrichissement calculi par 
rapport aux sucres et aux phenols est beaucoup plus grand (Tableau 2). La fraction El est 
la plus riche en polysaccharides et en phenols. C’est l’enzyme E2 qui a toujours l’activite 
specifique la plus Blevte. 

. Sephodex GIOO 
0 Biogel Pi00 

0 

Vol, ml 

FIG. 1. ACTIVITE AMYLASIQUED'UNEXTRAITDEPOIREAPRESFILTRATIONSURSEPHADEXG~OOETBIOGEL PlOO. 
~ACAPACITEDESDEUXCOLONNESESTCALCULEEDEPA~NQUELEVOLUMEMORTSOITLEMEMEDANSLESDEUX 

CAS. 

TABLEAU ~.PURIFICATIONPARTIELLEDES AMYLAW DE LA POIRE PASSE-CRASSANE 

Extrait 
Vol. Activitk 

(I3 (U/m0 

Phkn. 
Prot. Sucres (mg/ml 

(mg/m0 (mglm0 x 103 

Activitks 

U/mg Prot. U/mg sucres U/mg Phbn. 

I 950 
II 1360 
III 210 

IV f 
El 48 

’ J% 15 
V + E3 35 

O,M 
0,28 
0,68 

0,27 

0,71 121 16 096 0,004 27 
0,23 0,53 5 192 (x2) 0,53(x132) 56(x2) 
0,13 0,59 3 5,2 (x 8,7) 1,l (x 275) 226 (x 8,3) 

0,28 1,9 4,2 1,0(x1,7) 0,14(x35) 67 (x2,5) 

1,13 0,16 0,47 1,3 7,0(x11,7) 2,4(x600) 1130(x42) 
0,lO 0.03 0,05 0,24 3,3(x5,5) 2,0(x500) 400(x15) 

Proprie’tPs 

L’a-amylase a un pH optimum voisin de 5,5 dans le tampon phosphate acide citrique de 
McIlvaine dilue 5 fois en presence de 10e5 M CaCl,. L’activite n’est plus que de 75 % a 
pH 4,6 et de 62 % a pH 6,2. L’activitC des deux Samylases est beaucoup moins pH-depen- 
dante puisque dans les memes conditions, l’activite ne descend jamais en dessous de 80% 
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dans une zone de pH comprise entre 3,4 et 7,8. Cependant, lorsqu’on augmente la force 
ionique du tampon (McIlvaine non dilue), un pH optimum nettement marqut apparait aux 
environs de 6,5-7,0. 

Les differentes fractions ont une activite qui varie lineairement dans les limites de teneurs 
en proteines Ctudites: 1,6-32 pg pour El, 2,8-56 pg pour E2 et 0,8-l 6 ,ug pour E3 (teneurs 
exprimees pour 0,4 ml de milieu rtactionnel). 

Le K, et la vitesse maximum de la reaction (I’,,,) ont tte determines pour chacune des 
p-amylase, a un pH optimal et a un pH sous optimal (Tableau 3). 11 est remarquable de 
constater que les enzymes El et E2 ont un K,,, tres voisin. De plus, la vitesse maximum 
augmente dans les m&mes proportions lorsqu’on passe de pH 3,4-5,5. 

TABLEAU~.PROPRIETESDESAMYLASESDELAPOIREENPRESENCED'AMIDON SOLUBLEZULKOWSKY 

_ 

PH Enzyme K, (g/ml) 
V, (pm01 maltose. 
lib&& par min) V, rel. 

3,40 ,%Amylase El 3,2 x 1O-3 0,9 x 103 100 
/SAmylase E2 2,8 x 10-3 2.6 x lo3 100 

5,s p-Amylase El 1,6 x 1O-3 I,0 x 103 110 
fl-Amylase E2 1,7 x 10-S 2,9 x 103 112 
a-Amylase E3 3.4 x 10-3 0,7 x 103 - 

Incubation & 30” dam le tampon de MC Ilvaine dilu& 5 fois et en presence de 10m5 M 
CaCl, pour l’a amylase. 

Les trois enzymes ont un optimum d’activite nettement marqut aux alentours de 45” 
Cependant, leur thermosensibilite est differente selon les enzymes considerees. En effet, 
aprbs action d’une temperature de 60” pendant 10 min, les /3-amylases El et E2 perdent 95 % 
de leur activitt, alors que l’a-amylase E3 n’en perd que 45 %. 

Les enzymes El et E2 sont fortement inhibees (86 et 100% respectivement) par HgClz 
a une dose de 2 x 10e6 M alors que l’a-amylase E3 ne perd que 14% de son activite. 
L’EDTA, a la dose de 10m2 M ne rtduit pratiquement pas l’activite des enzymes El et E2; 
par contre, l’a-amylase est inhibte a plus de 96 %. 

Action sur les p-Dextrines Limites et sur l’rlmylopectine Azure 

Seule l’amylase E3 s’est montree active sur les /3-dextrines limites issues de I’hydrolyse 
de l’amidon par des /?-amylases de patate douce;13 ceci confirme sa nature a-amylasique. 
De plus, l’amylopectine azureI peut &tre hydrolysee par cette enzyme. 

Possibilitks d’lnterconversion des deux /3-Amylases 

660 x 10e3 unites de /3-amylase E2 purifite sont mises en contact pendant 10 min a 
4” avec un broyat cellulaire de pulpe bouillie. Apres extraction en presence de Tween 80 
et passage sur une colonne de Sephadex GIOO, la majeure partie de l’enzyme est retrouvee 
a l’etat de E2 (455 x IO-’ unites); mais en outre, une activitt amylasique appreciable est 
decelee a l’emplacement de la /3-amylase El (70 x 10e3 unites). Le contact de la @amylase 
E2 avec les constituants du fruit tree done une nouvelle enzyme qui pourrait correspondre 
a El. 11 a Cte demontre que la seule action du detergent ne suBit pas a provoquer cette 
transformation. 

I3 Y. SHAIN et A. M. MAYER, Physiol. Plantarum 21, 765 (1968). 
I4 H. RINDERKNECHT, P. WILDING et B. J. HAVERBACK, Experienta 23,805 (1967). 
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La m&me experience effectuCe avec de la /?-amylase de patate deuce ne nous a donnC 
aucune modification de l’enzyme initiale; une seule fraction a ttC observke lors de la filtra- 
tion sur Sephadex GlOO avant et aprbs mise en contact avec de la pulpe de poire bouillie. 

Signalons de plus que l’amylase E2 est tluCe en une seule fraction sur Sephadex GlOO 
apr6s mise en contact avec de l’amidon insoluble puis extraction dans les m&mes conditions 
que lors des expkiences pr&Adentes. 

Enfin, aprks un skjour de 3 semaines environ & 4’, la p-amylase El purifite acquiert 
un comportement Clectrophorktique identique A celui de E2. Ces faits semblent confirmer 
la possibilitk d’interconversion de El et E2. 

DISCUSSION 

La poire Passe Crassane contient 3 fractions amylasiques: 2 p-amylases El et E2 et 1 
a-amylase E3. La &amylase El ne peut Ctre solubilisCe que par des dktergents. 11 semble 
d’aprts les rksultats obtenus dans cette Ctude, qu’elle pourrait correspondre A une associa- 
tion de la p-amylase soluble (E2) avec un ou plusieurs composks contenus dans le fruit 
(phCnols, polysaccharides ou protCines). 

L’insolubilisation d’enzymes par des composth phenoliques a ttC observke par diffkents 
auteurs lors de l’extraction de diverses enzymes de fruits. ‘*I5 L’invertase insoluble du raisin 
peut dtre obtenue sous forme soluble si le milieu d’extraction contient un agent protecteur 
con&e les phknols (Carbowax en particulier).15 Si l’on retient cette hypothkse l’addition de 
polymbres tels que Carbowax ou polyvinylpyrrolidone, devrait emptcher au moins en partie 
la formation de tels complexes. Or, aprbs extraction en presence de ces compost%, on 
n’obtient jamais une activitk amylasique El detectable. 11 semblerait done que les composks 
phtnoliques ne soient pas seuls en cause dans le cas prbent. 

L’amylase peut s’associer ti des polyosides, soit in vivo, soit au tours de l’extraction. 
L’existence de complexes amylases-sub&rat est connue; leur formation est d’ailleurs mise 
& profit pour la purification de ces enzymes. I6 La non retention de El lors de la filtration 
sur Sephadex GlOO pourrait &tre due au fait que cette enzyme est dkj& lice A un polysaccha- 
ride. Cependant, la mise en contact de l’amylase E2 avec de l’amidon ne crke pas, dans les 
conditions utilistes, de complexe insoluble. 

On peut aussi penser B une association d’unith enzymatiques du mCme type que celle 
6tudiee par Hare1 et Mayer” pour la catechol oxydase de la pomme. La possibilit6 d’inter- 
conversion des deux amylases ne permet pas de rejeter cette hypothkse. 

11 est possible enfin que la /3-amylase El corresponde A un complexe enzyme-prote’ine. 
On sait que dans le grain de blC, par exemple il existe une fl-amylase ‘latente’ like & la 
glut6nine.ls La solubilisation de cette enzyme est obtenue en ajoutant au milieu d’extraction 
du sulfite de sodium ou des thiols. Dans notre cas, la prksence de tels composks (mercapto- 
ethanol) ne suffit pas B solubiliser la p-amylase insoluble. Toutefois, il a CtC Ctabli que le 
complexe insoluble /3-amylase de bl&glutCnine rkalid artificiellement est pratiquement 
indissociable par les agents rCducteurs citts plus haut. lg L’existence chez la poire d’une 
structure amylase-prottine ‘solubilisable’ par les detergents n’est done pas A tcarter, 

I5 J. S. HAWKER, Phyfochem. 8, 337 (1969). 
X6 E. N. J. JASPARS et H. VELDSTRA, Physiol. Plunturum 18, 604 (1965). 
I7 E. HAREL et A. M. MAYER, Phytochem. 7, 199 (1968). 
Is E. V. ROWSELL et L. J. GOAD, Biochem. J. 84, 73 (1962). 
I9 J. A. ROTHFUS et S. J. KENNEL, Cereal Chem. 47, 140 (1970). 
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d’autant plus que la /3-amylase ‘zymogenique du grain d’orge peut &tre solubilisee par des 
agents de dissociation tels que l’uree ou le Triton X1OO.2o 

Des recherches complementaires sont necessaires pour confirmer ou non les diverses 
hypotheses. L’augmentation d’activite specifique des amylases obtenue par les processus de 
purification utilises ici est faible si on la compare a celle obtenue par d’autres auteurs pour 
d’autres enzymes de fruits;21*22 mais elle est du meme ordre que celle realisee sur des amy- 

lases d’autres vtgttaux.23 
Signalons enfin que les amylases de certains organes ne sont pas responsables de l’- 

hydrolyse de l’amidon present dans les t&us. 11 en est ainsi de la tige de vigne.24 D’autres 
enzymes peuvent intervenir, en particulier la phosphorylase qui a d’ailleurs CtC mise en 
evidence chez la pomme par Clements. lo Mais dans ce dernier cas tgalement, I’activite in 

vivo de l’enzyme n’est pas demontree. 11 serait done important, a la lumiere des travaux de 
Buttrose 24 de rechercher par des methodes microscopiques, si la dissolution des grains 
d’amidoh chez les fruits a lieu par un processus de ‘corrosion’ (amylases) ou par un processus 
inverse de ‘l’apposition’ (autres enzymes). 

Le devenir des sucres simples form& par hydrolyse de l’amidon est tgalement obscur. 
En effet, on sait qu’a l’amylolyse ne correspond pas toujours une augmentation simultanee 
des sucres rCducteurs.2 De tels travaux sont actuellement en tours et devraient permettre de 
mieux comprendre les phenomenes d’amylolyse chez les fruits. 

EXPeRIMENTALE 

Matkriel. Les poires Passe-Crassane recoltees le 1.5 octobre ont ete conservees en chambre froide a 4” 
jusqu’au 8 mars, date a laquelle elles ont atteint P&at de maturite gustative. Les analyses ont BtC effect&es 
sur des tranches de pulpe lyophilisee. 

Dosage des amylases. L’incubation dune dun&- de 1 h a 30” a lieu dans le tampon de Mcllvaine (phos- 
phate-acide citrique) a pH 6,0 contenant du CaC12 (10e5 M) etde I’amidon soluble Zulkowsky Merck (2,5 %). 
L’activite amylasique est apprecite en dosant les sucres reducteurs lib&es par la methode a I’acide dini- 
trosalicylique de Bemfeld” modifiee par Jaspars et Veldstra. I6 Dans l’extrait brut, la presence de quantites 
tres Clevees de sucres rtducteurs interferant avec le reactif utilise diminue la precision du dosage. C’est 
pourquoi dans ce cas, la durte d’incubation a Cte portee a 3 h afin d’augmenter la precision des mesures. 
Les methodes consistant a &valuer l’amidon hydrolyse par iodometriei3 se sont montr&es peu sensibles et peu 
precises. 

Me’thodes analytiques. L’azote proteique est dose apres precipitation par l’acide trichloracetique et 
min&alisation26 par la methode de Johnson. *’ La concentration en proteines est obtenue en multipliant par 
6,25 la teneur en azote. Les phenols totaux sont Cvalues par la methode de Swain et HillisZs modifiee par 
Goldstein et Swait?’ et les sucres et polysaccharides par la technique d&rite par Dubois et ~1.~~ 

Purification. l&e dtupe-Extraction. L’extraction est effect&e a basse temperature (O-4”) selon la tech- 
nique d&j& decrite3r a l’aide du milieu de base suivant: Tris-HCI 0.5 M pH 7.5. diethyldithiocarbamate de 
sodium (DIECA) 10 mM, mercaptoethanol 10 mM et CaClz 50 mM, ad~ditionne ou non de l’un ou l’autre 
des composes suivants:-Detergents non ioniques (0,5x): Tween 80, Triton Xl00 ou Cemulsol NPT 10 
(nonyl-phenol-plyoxytthyltne).-Polymeres: Polyclar AT (2x), Polyvinylpyrrolidone PM 40 000 (2%) ou 
Carbowax 4000 (4 %). L’extraction en vue de la purification est conduite de la faGon suivan te: 120 g de pulpe 

z” R. SHRINKE et N. MUGIBAYASHI, Agric. Biol. Chem. 35, 1381 (1971). 
21 D. R. DILLEY. PIant Phvsiol. 41, 214 (1966). 
22 W. N. ARNOLD, Biochik. Biophys. A&a li0, 134 (1965). 
23 K. H. TIPPLES et R. TKACAUK, Cereal Chem. 42, 111 (1965). 
24 M. S. BUTTROSE, Austral. J. Biol. Sci. 22, 1297 (1969). 
25 P. BERNFELD, dans Methods in Enzymology, Vol. 1, p. 149, Academic Press, New York (1955). 
26 J. C. PECH, These Docteur-Ingenieur. Toulouse (1970). 
27 M. J. JOHNSON, dans Manometric Techniques, p. 274, Burgess, Minneapolis (1957). 
28 T. SWAIN et H. E. HILLIS, J. Sci. Food. Agric. 10, 63 (1959). _ 
2g J. L. GOLDSTEIN et T. SWAIN. Phytochem. 2. 371 (1963). 
3o M. DUBOIS, K. A. GILLES, J.‘K. HAMILTON; P. A. REFERS et F. SMITH, Anal. Chem. 28, 350 (1956). 
31 J. C. PECH, C. BARDET et J. FALLOT, Compt. Rend. 270, 1171 (1970). 



Purification partielle et proprietts des amylases de la poire 30.5 

lyophilisee broy&e sont soumis a une extraction a l’aide de 1200 ml de milieu contenant 0,5 % de Cemulsoe 
NPT 10. Apres infiltration sous vide, agitation assez vigoureuse pendant 30 min. et centrifugation a 38 OtXl 
g, l’extrait brut r&up&e est de 950 ml (extrait I). 

2dme Etape-Filtration sur Sephadex G50. L’extrait brut ainsi obtenu est soumis a une filtration sur une 
colonne de Sephadex G50 (90 x 9,5 cm) contenant environ 5000 cm3 de gel prealablement equilibre avec 
du tampon Tris-HCl 0,Ol M pH 7,5. L’elution se fait avec le meme tampon. A l’issue de ce traitement, la 
fraction active r&up&e sur un collecteur de fractions a un volume de 1360 ml (extrait II). 

3Pme Etape-Chromatographie sur DEAE Sephadex. 1000 cm3 de l’extrait prt%demment obtenu sont 
melanges avec 20 g de DEAE Sephadex A50 bquilibre avec du tampon Tris-HCl 0,l M pH 7,5. L’ensemble 
est mis en agitation pendant une nuit. On depose ensuite le gel de DEAE Sephadex sur une colonne et on 
lave avec 400 ml de Tris-HCl 0,l M pH 7,5. L’elution est effect&e grace a un gradient de concentration 
lidaire en NaCl de 0 a 0,8 M dans le mtme tampon Tris-HCl 0,l M (extrait III). 

&me Etape-Concentration par dialyse sous pression; filtration sur Sephadex GlOO. L’extrait obtenu 
apres DEAE Sephadex est concentre environ 7 fois par dialyse sous pression (Systeme Amicon, membrane 
UM IO). La filtration sur une colonne de Sephadex GlOO Cquilibree avec du tampon Tris-HCl 0,Ol M pH 
7,5 du liquide ainsi concentre (30 ml) donne deux fractions El et E2 (extrait IV). La meme operation effec- 
tuee sur un extrait brut ou apres Sephadex G50 donne en plus une fraction E3 (Fig. 1). Celle-ci, dont I’- 
activite est faible, n’est done pas r&cup&e apres passage sur DEAE Sephadex. C’est pourquoi, un quart du 
volume environ issu de Sephadex G50 (360 ml) est concentre 14 fois par ultrafiltration et soumis directement 
a une filtration sur Sephadex GlOO (extrait V). La purification de la fraction E3 reste grande, en raison de la 
forte retention de cette enzyme sur Sephadex GlOO (Fig. 1). A la fin de ces operations, on obtient done 3 
amylases El, E2 et E3 dont le degre de purilication est don& dans le tableau 2. 

EZectrophort%e en gel de polyacrylamide. La methode de Davi?’ est utili& pour la separation des en- 
zymes. La mise en evidence des amylases dans les gels est effect&e par la technique de Brewbaker et a1.33 
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32 B. J. DAVIS, Ann. N. Y. Acad. Sci. 121, 405 (1964). 
33 J. L. BREWBAKER, M. D. UPADHYA, Y. MAKINEN et T. MACDONALD, Physiol. Plantarum 21,930 (1968). 


