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METHODES PERFECTIONNÜES

DE PURIFICATION ET DE CRISTALLISATION

D'a-AMYLASES

PAR

Ed. H. FISCHER1 et Eric A. STEIN

Introduction.

Au cours de ces vingt dernieres annees, l'etude des proteines
a pu faire des progres considerables grace ä l'apparition d'une
multitude de techniques nouvelles et tres variees. C'est ainsi

que l'homogeneite, le poids moleculaire, la structure interne,
la forme et la charge d'un grand nombre de proteines ont pu
etre determines par des methodes physico-chimiques telles que
la diffraction des rayons X, l'ultracentrifugation, l'electro-
phorese, etc. Les techniques chromatographiques modernes

ont permis d'elucider leur composition, notamment leur
teneur en acides amines; enfin, par l'utilisation de methodes

chimiques et enzymatiques, on a pu determiner le nombre et
la forme des chaines peptidiques, leurs groupes terminaux et

jusqu'ä la sequence complete des acides amines qui les

constituent.

Pourtant, si des techniques perfectionnees permettent de

travailler sur de tres faibles quantites de substances, il faut
effectuer tant d'analyses differentes et determiner un si grand
nombre de proprietes pour caracteriser completement une

proteine aujourd'hui, qu'en definitive ces recherches sont

encore limitees principalement par la quantite de proteines

pures dont on peut disposer. Aussi le but de ce travail a-t-il ete

1 Adresse actuelle: Dept. of Biochemistry, University of Washington,

Seattle, Wash., U.S.A.

Archives des Sciences. Vol. 7, fasc. 3, 1954. 9



132 PURIFICATION ET CRISTALLISATION ü'a-AMYLASES

de mettre au point des methodes de purifications simples et
courtes, süres et parfaitement reproductibles, qui permettent
d'obtenir avec un rendement favorable quatre a-amylases
cristallisees d'origines tres differentes: les a-amylases de

SALIVE HUMAINE, PANCRfiAS DE PORC, ASPERGILLUS

ORYZAE (Takadiastase) et RACILLUS SUBTILIS.
Chacune des quatre methodes de purification est decrite avec

suffisamment de details pour qu'il soit possible de cristalliser
l'enzyme ä coup sür, sans avoir recours ä des cristaux d'amor-
<?age. Les purifications ne durent que deux ä trois jours. Elles
aboutissent ä une quantite de cristaux de l'ordre du gramme.

La purification et la cristallisation des a-amylases de

pancreas de porc
1 2, salive humaine 3 et Aspergillus oryzae 4 ont

dejä fait l'objet de publications emanant de ce laboratoire.
Nous avons modifie ces methodes afin de les abreger et de les

ameliorer. Par contre, la purification de Pa-amylase de B. sub-

tilis, que nous decrivons ici, est nouvelle 5.

I. Technique generale des purifications

Les quatre purifications suivent une meme ligne generale:

1° Extraction aqueuse de l'enzyme ä partir d'une poudre;
2° Precipitations fractionnees par l'acetone et/ ou le sulfate

d'ammonium;
3° Dialyse;
4° Cristallisation de l'enzyme ä partir d'un precipite acetonique.

Par souci de concision, nous avons groupe ici les descriptions
detaillees des operations communes ä plusieurs purifications;

1 K. H. Meyer, Ed. II. Fischer et P. Bernfeld, Helv., 30, 64-78
(1947).

2 Ed. II. Fischer et P. Bernfeld, Helv., 31, 1831-44 (1948).
3 K. H. Meyer, Ed. H. Fischer, A. Staub et P. Bernfeld,

Helv., 31, 2158-72 (1948).
4 Ed. H. Fischer et R. de Montmollin, Helv., 34, 1987-99

(1951).
5 J. Fellig, E. A. Stein et Ed. II. Fischer, ä paraitre dans

Helv., 37 (1954).
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elles ne figureront plus dans les chapitres traitant des

purifications individuelles.

1. Conditions de travail.

Du fait de l'instabilite des enzymes en cours de purification,
il est indispensable d'observer rigoureusement uii certain
nombre de precautions:

a) Emploi exclusif d'ca/t distillee dont la purete a ete controlee

(notamment pour rincer la verrerie de laboratoire);

h) Travail ä l'abri des vapeurs de laboratoire;

c) Utilisation de produits pro analysi (sels, solvants, etc.);

d) Maintien de l'enzyme entre 0 et 5° C;

e) Controles frequents du pH (on peut se servir de papiers
indicateurs colores Lyphan, Vaduz, Lichtenstein, par
excmple). Lorsqu'on ajuste le pH, il faut eviter tout exces
local d'acide ou de base;

j) Observation des horaires indiques: les purifications ne
doivent pas etre interrompues. L'ordre des operations est

fixe, il ne saurait etre inverse.

2. Extraction.

La poudre d'enzyme en suspension aqueuse est abandonnee
ä froid, pendant une nuit (12-15 heures), sur une secoueuse
lente (une agitation trop brusque peut provoquer une certaine

coagulation des proteines, ce qui entraine une diminution de

l'activite enzymatique). Apres centrifugation, on decante la

liqueur surnageante qui contient l'enzyme (extrait brut) et

rejette les culots.

3. Agents precipitants: acetone et sulfate d'ammonium.

a) L'acetone est traitee pendant 24 heures ä froid par 4 gr/1 de

KMn04 + 6 gr/1 de Na2C03, puis distillee avec une colonne
de fractionnement sur Na2C03. Titre: 98%;
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b) La solution saturee de sulfate <Tammonium (SAS) est

ajustee ä pH 7 par NH4OH conc. On la conserve ä froid;
eile doit etre limpide et incolore et reposer sur une couche
de SA solide. Elle contient:

41,5 gr SA/100 gr de solution saline ä 0° C

ou 51,2 gr SA/100 cm3 » » » » » (3,875 M).

On admet que la teneur en SA d'un culot de centrifugation
(exprime en centimetres cubes de SAS) s'obtient en multipliant
le volume du culot par la concentration finale de la solution
en agent precipitant.

Dans la suite du travail, les concentrations finales en agent
precipitant seront indiquees entre parentheses, exprimees en

pour cent pour l'acetone et en fraction de saturation pour le SA *.

4. Technique des precipitations.

A defaut de thermostats ä basse temperature, les precipitations

se font en bechers entoures de glace fondante et sous

agitation mecanique. L'agitateur doit etre de dimensions telles

qu'il brasse toujours toute la solution.

a) Pour les fractionnements acetoniques, on ajoutel'agent preci¬

pitant en fine pluie (pour diminuer 1'echaulTement du ä la
chaleur de dilution de l'acetone). On peut simplement
utiliser quatre entonnoirs ä robinet termines en capillaire,
ou, mieux, se servir d'un dispositif constitue par un tube
de verre (de dimension appropriee au diametre du becher)

1 Formules pour le calcul des concentrations finales en agents
precipitants:

T xa) pour l'acetone: —— C
x + y

X
b) pour le SA sature: —— C (la conc. du SAS 1)

x + y

b') pour le SA solide: •—— C
y + 0,544 z

C concentration finale
T titre (98%)
x volume en centimetres cubes de l'agent precipitant
y volume initial en centimetres cubes de la solution ä precipiter
z poids en grammes du SA solide.
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dans lequel on a etire une dizaine de fins capillaires. Le

debit de l'acetone peut etre plus rapide ä la fin de la
precipitation qu'au debut. On maintient toujours l'agitation
(80 ä 100 t/min) pendant 15 minutes apres chaque precipitation.

b) Les precipitations au SAS doivent se faire rapidement
(100 cm3 SAS/min) sous agitation efficace (200 t/min). Le
SAS contenu dans un cylindre gradue est ajoute k la solution

en un filet. Lorsque la precipitation doit etre arretee

au « premier trouble » *, il faut utiliser une burette pour
additionner l'agent precipitant. Dans le cas d'une precipitation

en presence de NaCl (« Mixed-Salt Precipitation »),

on opere sans bain de glace et en centrifugeuse non refri-
geree afin d'eviter la cristallisation de Na2S04; le SAS et
la solution saturee de NaCl sont cependant introduits a

froid dans la solution d'enzyme. La temperature ne devrait
jamais depasser 18° C.

5. Centrifagations.

Les centrifugations se font en centrifugeuses refrigerees.
Pour les suspensions acetoniques, une centrifugation en tubes
fermes de 10 ä 15 minutes correspondant ä 1500-2000 g sufiit
tandis qu'il faut en general 30 minutes de centrifugation ä

25.000-30.000 g pour les precipitations au SA (par ex. « Spinco
Model L preparative Ultracentrifuge», Belmont, Californie
U.S.A.).

6. Dissolution des culots.

La dissolution s'effectue en triturant longuement (1/4h.-l h.)
les culots avec une baguette de verre dans une faible quantite
connue d'eau glacee, ce qui permet de determiner leur volume

(cylindre gradue). Lorsqu'il faut redissoudre l'enzyme dans

un tres faible volume d'eau, on a avantage ä centrifuger
plusieurs fois dans les memes tubes, de fa?on ä n'avoir qu'un
petit nombre de culots. On extrait ceux-ci des tubes ä la

1 Pour etablir ä partir de quel moment la turbidite persistante
s'est etendue ä toute la solution premier trouble), il faut tra-
vailler en recipients transparents et sous eclairage adequat.
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spatule, les reunit et les dissout dans les eaux de rinijage des

tubes. Le rendement des purifications depend beaucoup du soin

avec lequel on rince et egoutte les tubes ä centrifuger.

7. Dialyses.

Les dialyses se font ä froid (5° C) en presence de 2-3 gouttes
de toluene contre 100 volumes d'eau contenant 0,5 gr/1 d'ace-

tate de Ca et 1 cm3/l de NH4OH N. On augmente l'eüicacite de

la dialyse en donnant une surface maximum aux «sacs ä

dialyse » (membrane Visking, Chicago, 111., U.S.A.): avant de

les fermer, on les aplatit entre deux treillis de nylon enserres
dans un cadre en acier inox. Ce dispositif est suspendu ä un axe

vertical en rotation de sorte que l'eau est brassee par la
membrane elle-meme. La dialyse peut ainsi etre reduite ä une nuit.

8. Cristallisation.

On ajoute 1 gr/1 d'acetate de Ca ä la solution d'enzvme

dialysee et la precipite d'un coup (agitation: 200 t/min) par
2,5 volumes d'acetone prealablement refroidie ä — 2(P C.

Apres 15 minutes d'agitation, on centrifuge et egoutte soigneu-
sement le culot d'enzyme en tenant le tube renverse pendant
2 minutes. La dissolution se fait dans le tube ä centrifuger.
En vue de la recristallisation, la solution obtenue peut etre

transvasee ä la pipette dans un tube ä centrifuger plus petit
(en verre). Apres avoir ajoute 2-3 gouttes de toluene (anti-
septique), on ferme hermetiquement le tube avec un bouchon
de caoutchouc et l'abandonne ä froid sur une secoueuse lente L

9. Recristallisation 2.

II est preferable d'attendre deux semaines avant de recristal-
liser la proteine: on ecarte les eaux-meres par centrifugation
energique, suspend rapidement le culot cristallin dans environ

1 L'a-amylase A'Aspergillus Oryzae est trop soluble pour pouvoir
cristalliser ainsi. Voir cette purification.

2 Avant de dissoudre les cristaux, il est bon d'en prelever une
petite fraction que l'on conserve comme cristaux d'amor^age pour
accelerer les cristallisations futures.
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trois volumes d'une solution glacee d'acetate de Ca M/100,
centrifuge tout de suite et repete le lavage. (Eaux-meres et eaux
de lavage pourront etre jointes ä la solution d'enzyme obtenue
ä la fin du premier stade d'une prochaine purification). Le culot
cristallin est alors additionne de N1I40H dilue; on agite de

temps ä autre jusqu'ä dissolution totale (1-3 heures; controler
au microscope). Apres avoir elimine les impuretes insolubles par
centrifugation, on ajuste avec precaution le pH de la solution
ä 6,8 au moyen de CH3COOH N/5, dissout environ 2 mg/cm3
d'acetate de Ca pro analyst et abandonne le tube comme
ci-dessus. En l'absence de Ca, le rendement des recristallisations
successives baisse de plus en plus: apres trois ou quatre
recristallisations, l'enzyme finit par ne plus cristalliser du tout.

Conservation des cristaux: II faut veiller ä ce que le toluene

ne s'epuise pas. Apres une demi-annee, il est bon de recristal-
liser. Si l'on veut conserver l'enzyme purifie pendant de longues

periodes, on peut lyophiliser ses solutions (pH 7-7,2). L'amylase
Supporte ce traitement sans deactivation si l'on a soin,lorsde
la redissolution de la proteine seche, de refroidir prealablement
la poudre d'enzyme ä 0° ou — 10° C et d'utiliser de l'eau
glacee afin de diminuer l'effet de la chaleur d'hydratation.

10. Test de purete.

Le degre de purete ou activite spccifique est donne par le

rapport activite amylatique/teneur en azote proteique L On

peut controler la purete de l'enzyme cristallise en comparant
l'activite specifique des eaux-meres ä celle des cristaux; ces

deux valeurs doivent se rejoindre apres 2-3 cristallisations.

11. Dosage de /'activite amylatique (facultatif).

Si l'on veut controler la conservation et la repartition de

l'a-amylase au cours de la purification, il faut effectuer les

dosages le jour meme, avant et apres chaque operation
(precipitations, dialyse, etc.) aussi bien sur la fraction enrichie que

1 L'azote est dose selon Kjeldahl apres elimination de NH3 par
distillation sur MgO.
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sur la partie ä rejeter (culot, liqueur surnageante). Ces dosages

n'ont rien d'absolu: on obtient souvent des valeurs anormales.
Voir ä ce sujet le ch. VII, 4°, p. 159.

L'unite d'activite est la quantite d'enzyme qui produit
1 mg de «maltose » (dose par la methode colorimetrique ä

l'acide 3,5-dinitrosalicylique x) en 3 minutes ä 20° C ä partir
d'une solution ä 1% d'amidon soluble 2.

II. Avantages et inconvenients des quatre
PURIFICATIONS

1. Materiel de depart.

La salive est un materiel de depart qui a le double avantage
de rendre 1'« extraction » superflue et d'etre toujours ä disposition.

Sa recolte est cependant fastidieuse puisqu'il en faut
presque 2 litres par purification et qu'une personne fournit
difficilement plus de 100 cm3 de salive en une demi-journee.

Le produit de depart des amylases fongique et baclerienne

sont des poudres industrielles dont la composition est peut-etre
moins constante que celle d'un materiel naturel; par contre
elles ont l'avantage d'etre dejä suflisamment concentrees en

amylase pour que l'on puisse renoncer aux precipitations
acetoniques fractionnees.

L'a-amylase de pancreas de pore peut aussi bien etre purifiee
ä partir de la glande fraiche qu'ä partir d'un produit industriel.
La premiere methode est cependant passablement plus longue.

2. Rendement.

A cause de la faible concentration de l'enzyme dans la salive

et de l'importance des volumes impliques, une purification

1 Cf. K. H. Meyer, Ed. H. Fischer et P. Bernfeld, Helv., 30,
p. 73 (1947) et G. Noelting et P. Bernfeld, Helv., 31, p. 286 (1948).

2 Comme substrat, on peut employer ä la place de l'amidon
Zulkowsky l'amidon soluble « Noredux » Standard (Siegfried A.G.,
Zofmgue, Suisse) ä 1% et M/150 en NaCl (sauf pour la Takadiastase
qui n'a pas besoin d'ions CI pour manifester son activite). On effectue
les dosages au pH correspondant ä l'optimum d'activite. Le substrat
sera done tamponne aux phosphates M/50 ä pH 6,9 pour les a-amy-
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d'a-amylase de salive donne cinq ä dix fois moins de cristaux

(~ 150 mg) que les purifications des trois autres amylases qui
permettent chacune d'obtenir environ 1 gr d'enzyme cristalliseL
L'activite specifique de l'amylase de salive cristallisee est cepen-
dant trois fois plus grande que celle de la Takadiastase et une
fois et demie superieure ä celle du pancreas de pore.

3. Stabilite en cours de purification 2.

Plus cette stabilite est faible, plus la purification devient
delicate. Ainsi l'a-amylase de salive est assez instable, celle de

pancreas de pore tres instable. L'amylase bacterienne et surtout
la Takadiastase sont relativement stables.

4. Centrifugations.

II n'est pas necessaire de disposer d'une centrifugeuse dont
la force depasse 2000 g pour purifier Y «-amylase de pancreas de

pore. 4000 g peut ä la rigueur suffire pour Y «-amylase de salive.

La cristallisation de la Takadiastase, par contre, demande
100.000 ä 150.000 g.

III. Purification et cristallisation de l'oc-amylase
DE SALIVE HUMAINE 3

Dans la salive, l'enzyme est stabilise par des colloides pro-
tecteurs. Ceux-ci elimines, il Supporte mal la temperature

lases de salive et de pancreas; et ä pH 6,5 pour l'a-amylase de B. Sub-
tilis. Pour la Takadiastase, on maintient le pH du substrat ä 5,7 ä
l'aide d'un tampon acetate.

1 Ces quantites s'entendent pour la proteine ä l'etat lyophilise
et deshydrate k poids constant.

2 La plus ou moins grande stabilite en cours de purification ne
correspond pas tout ä fait aux limites de stabilite en fonction du
pH des enzymes purifies:

L'a-amylase de salive est stable entre les pH 4,5-11
» » pancreas » » » » » 6,5- 8,5
» » moisissure » » » » » 5,5- 8,5
» » bacterie » » » » » 5,0-11,5.

3 Cf. K. H. Meyer, Ed. H. Fischer, A. Staub et P. Bernfeld,
Helv., 31, 2158-72 (1948).
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ordinaire et est tres sensible aux impuretes. La purification
exige des methodes tres douccs; eile doit etre poursuivie sans

interruption.

Horaire.

Pendant les deux ou trois

jours qui precedent la

purification:
Premier jour:
Deuxieme jour:

Xuit:
Troisieme jour:

Recolte de la salive.

Premier fractionnement acetonique.
Deuxieme » »

et precipitation au SAS.

Dialyse.
Cristallisation.

Rendement: On peut obtenir 100 mg d'enzyme cristallise

par litre de salive.

Rappel: Le chapitre I intitule «Technique generale des

purifications » est un complement indispensable ä la bonne

marche des operations qui vont suivre.

Recolte de la salive.

On distribue ä une douzaine de personnes un becher avec

quelques cristaux de thymol (antiseptique) et on leur donne
ä mächer un morceau de paralfine pure ä bas point de fusion

(50° C) (le chewing-gum est ä deconseiller).
De temps en temps on colleete la salive, sans rincer les

bechers, car elle ne doit pas etre diluee, et la porte au frigorifique.
Lorsqu'on en a obtenu 1,7 ä 2 litres, on la centrifuge pendant
1 heure (2000 g) et rejette les culots. Si des particules de

paralfine flottent encore ä la surface de la liqueur surnageante,
il faut la filtrer sur de la laine de verre prealablement lavee.

La liqueur fluide, legerement trouble, est conservee ä froid, en

presence de thymol, en flacon bouche. Elle est stable un mois

au moins, mais il est preferable de ne pas la garder trop
longtemps.
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Premier fractionnement acelonique.

(voir ch. I, §§ 3a, 4a, 5 et 6, p. 133 ä 135).

On precipite 1500 cm3 de salive centrifugee 1 (pH 7-7,5) par
1400 cm3 d'acetone (48%) en 40 minutes, puis centrifuge. Les

culots (mucoides) sont rejetes, tandis que la solution surnageante
est precipitee par 2100 cm3 d'acetone (69%), toujours en 40

minutes. Apres centrifugation, on rejette la solution surnageante,
dissout les culots et les porte ä 250 cm3 (pH 6,8). Ajouter
quelques goutles de toluene et conserver la liqueur ä froid
jusqu'au lendemain 2.

Deuxieme fractionnement acetoniqae

On precipite les 250 cm3 obtenus par 250 cm3 d'acetone

(49%) en 20 minutes, centrifuge et rejette les culots qui sont

peu importants. On dissout 1 gr d'acetate de Na dans la solution

acetonique et la precipite par 330 cm3 d'acetone (69%) en

20 minutes. On centrifuge, rejette la solution surnageante,
dissout les culots et porte la solution ä 100 cm3 (pH 6,5) 3.

Precipitation au SAS

(voir ch. I, §§ 3b, 4b, 5 et 6, p. 134-5).

(L'enzyme etant instable en presence de SA, il faut agir vite.)
Les 100 cm3 du stade precedent sont ajustes ä pH 6,8 et

precipites en 20 secondes par 100 cm3 de SAS (pH 7; 0,5 sat),
sous agitation elTieace, maintenue pendant une demi-heure. On

centrifuge (4000 g peuvent ä la rigueur sulTire mais le culot est

alors peu consistant et risque de se detacher), rejette la liqueur
surnageante et dissout les culots dans un minimum d'eau. On

obtient un liquide visqueux dont le volume final ne doit pas
depasser 50 cm3 4.

1 Ordre de grandeur de l'activite amylatique de la salive:
^ 250 unites/cm3 (substrat: amidon Zulkowsky; cf. ch. I, § 11, p. 137).

2 Le rendement en activite de ce stade est d'environ 90%.
3 Rendement de cette operation: ~ 85%.
4 Rendement global de la precipitation au SAS et de la dialyse:

~ 60%. La solution purifiee obtenue apres dialyse renferme au
moins 40% de l'activite de la salive brute de depart.
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Dialyse.

Cette solution est alors dialysee 1 (cf. ch. I, § 7, p. 136).

Cristallisation

(voir ch. I, § 8, p. 136).

Apres precipitation acetonique, on triture le culot obtenu
avec une baguette de verre puis chasse l'acetone par un courant
d'air (5-10 minutes, temperature ordinaire). On ajoute alors

goutte ä goutte de l'acetate de Ca M/1000 (~ 3 cm3; 0° C) en

triturant le culot jusqu'ä dissolution complete. Les cristaux
apparaissent spontanement apres quelques heures dejä.

Recristallisation

(Ch. I, § 9 p. 136).

Le culot cristallin obtenu apres deux lavages est suspendu
dans 2 cm3 d'eau glacee. Pour le dissoudre, on eleve le pH
jusqu'ä 10 avec quelques gouttes de NH4OH N/5. Si on
n'« amorce» pas la solution (pH 6,8), la recristallisation peut
etre plus lente que la premiere cristallisation.

IV. Purification et cristallisation de l'oc-amylase
DE PANCREAS DE PORC 3 3.

Stabilisation 4.

Pendant la purification, il est necessaire de stabiliser l'en-

zyme au moyen d'une solution calcique: solution de 2,5 gr/1 de

gluconate de Ca (M/200) neutralisee ä pH 7 par NH4OH et
conservee ä froid.

1 Voir note 4, page precedente.
2 K. H. Meyer, Ed. H. Fischer et P. Bernfeld, Helv., SO,

64-78 (1947).
3 Ed. H. Fischer et P. Bernfeld, Helv., 31, 1831-44 (1948).
4 Cf. «Stabilisation de l'a-amylase de pancreas de porc»,

ch. VII, 1°, p. 155.
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Elimination des ions sulfate.

Contrairement aux autres a-amylases, l'a-amylase de

pancreas de pore supporte mal la dialyse au cours de sa purification.
On elimine alors les ions sulfate en les echangeant contre des

ions acetate (solubles dans l'acetone) au moyen A" amberlite

IR-4b ou IR-45 (analyt. grade, de la « Resinous Prod. &
Chem. Co. », Philadelphie, Penn.) preparee d'avance:

Agiter pendant 4 heures 100 gr d'amberlite IR-4b et 300 cm3

de HCl 4% puis laver 2-3 fois la resine avec 250 cm3

d'eau distillee. Chasser Pair en immergeant l'amberlite dans

250 cm3 d'eau et en faisant le vide pendant une demi-heure.

Traiter ensuite la resine deux fois par 250 cm3 NH4OH 4%,
une fois par 250 cm3 CH3COOH N, puis deux fois par 200 cm3

CH3COONa 2N pendant 2 heures. Entre chaque traitement.
laver le produit ä deux reprises avec 300 cm3 d'eau. L'amberlite
est finalement conservee sous l'eau. Au moment de s'en servir.
on l'essore rapidement.

Produit de depart.

L'enzyme ne peut pas etre directement extrait du pancreas
frais: la glande doit d'abord etre transformee en «poudre
seche », ce qui necessite une suite d'operations permettant
d'obtenir en une semaine un produit degraisse et stable, en

quantite süffisante (~ 1 kg) pour une dizaine de purifications.
Cette poudre seche peut etre remplacee par la « Non activated
Hog Pancreas Powder » (provenant des « Viobin Labs », Mon-

ticello, 111., U.S.A.) dont l'activite amylatique est legerement
plus elevee.

Preparation de la poudre seche.

a) Degraissage aux ciseaux.

7 kg de pancreas de pore frais sont debarrasses des tissus

graisseux qui les enrobent. Cette operation est facilitee lorsque
les glandes sont prealablement refroidies ä 0° C (il est sage de

porter des gants de caoutchouc pour se proteger les doigts
contre Paction des ferments proteolytiques).
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b) Obtention du brai.

Les glandes degraissees sont passees trois fois dans une
machine ä hacher; d'abord ä travers un tamis dont les trous
ont un diametre de 3 mm, puis deux fois ä travers un tamis
de 1 mm. On obtient un brai liquide dont on evalue le volume

(5-6 1) et le poids (5-6 kg).

c) Extraction des graisses 1 (0-5° C).

On ajoute au brai environ deux volumes d'acetone, agite
pendant 6 heures ä l'aide d'un agitateur en acier inox, decante

et centrifuge la phase liquide (culot A). Le brai est place dans

une toile ä filtrer et passe ä la presse; le liltrat est centrifuge
(culots B). Les solutions sont rejetees tandis que le residu reste
dans la presse, ainsi que les culots A et B sont desagreges ä la
main puis resuspendus dans 5 ä 8 1 d'acetone.

On fait ainsi encore deux extractions acetoniques, une

extraction au melange acetone-ether (1: 1) et deux extractions
ä l'ether. La poudre grossiere ainsi obtenue est etendue en
fine couche jusqu'a ce que l'ether se soit evapore (6-12 heures

ä 15-20° C), puis deshydratee pendant 48 heures au vide pousse
sur silicagel et enfin conservee ä froid dans un recipient her-

metique. Elle est stable au moins une annee.

Horaire de la purification ä partir de la poudre d'enzyme.

Avant-veille: Extraction.
Premier jour: Premier fractionnement acetonique.
Deuxieme jour: Deuxieme » »

Troisieme jour: Deux precipitations au SAS, elimination
des ions sulfate, cristallisation.

Remarque: II ne faut pas interrompre la purification.

Rendement: 1 kg de glandes degraissees aux ciseaux
donne environ 150 gr de poudre seche ä partir desquels on

peut obtenir 2 gr d'amylase cristallisee.

1 La purete des solvants «techniques » du commerce est süffisante
pour l'extraction des graisses.
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Rappel: Le chapitre I intitule «Technique generale des

purifications» est un complement indispensable ä la bonne

marche des operations qui vont suivre.

Extraction.

Dans un poudrier de 2 1, on introduit:

110 gr de poudre seche (ou de poudre «Viobin »)

110 gr d'acetate de Na
1000 cm3 d'eau

5 cm3 de toluene
5 gouttes de decanol.

Le poudrier est agite doucement pendant 36 a 48 heures sur
une secoueuse lente. Ensuite on centrifuge pendant 1 heure

(2000 g) et rejette les culots. Uextrait brut (pH ^ 6,2) est

relativement stable mais il est preferable de le purifier le plus

rapidenient possible.

Premier fractionnement acetonique

(cf. ch. I. §§ 3a, 4a, 5, 6, p. 133-5).

L'extrait brut1 (~ 1500 cm3) est porte ä 3200 cm3 a 1'aide

de la « solution calcique » et precipite en 1 heure avec 3080 cm3

d'acetone (48%). On centrifuge, decante, rejette les culots

(proteases) et reprecipite la solution surnageante par 2920 cm3

d'acetone (64%) en 45 minutes. On centrifuge ä nouveau,
rejette la liqueur surnageante, dissout les culots et les porte ä

1400 cm3 par addition de solution calcique. La liqueur ainsi
obtenue est additionnee de quelques gouttes de toluene et

conservee ä froid jusqu'au lendemain 2.

Remarque: Vu l'importance des volumes impliques, quatre
entonnoirs ne suffiront pas ä introduire l'acetone en tres fine

pluie. Le dispositif genre « douche » signale au ch. I, § 4, s'im-

1 L'ordre de grandeur de l'activite amylatique de l'extrait brut
est de 1500 unites/cm3 (substrat: amidon Zulkowsky; cf. ch. I,
§ 11, p. 137).

2 Rendement de cette operation: ~ 80%.
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pose. Si l'on ne dispose pas d'un materiel adequat, ce fraction-
nement peut etre effectue en deux fois, mais dans la meme

journee.

Deuxikme fractionnement acetonique.

On ajoute aux 1400 cm3 du stade precedent 1240 cm3

d'acetone (46%) en 30 minutes, puis centrifuge. Les culots

(globulines) sont rejetes. On dissout 1 gr de CH3COONa dans la

liqueur surnageante et la precipite en 30 minutes par 2090 cm3

d'acetone (69%). Apres centrifugation, on rejette la liqueur
surnageante, dissout et porte les culots ä 400 cm3 avec la solution

calcique L

Premiere precipitation au SAS

(cf. ch. I, §§ 3b, 4b, 5, 6, p. 134-5).

On ajuste les 400 cm3 ä pH 6,8 (NH40H N/2) et les precipite

par du SAS ajuste ä pH 7. Cette precipitation est delicate

parce que d'une part l'agent precipitant doit etre introduit
rapidement (une precipitation goutte ä goutte detruit une

partie de l'enzyme) et d'autre part parce que la quantite exacte
de SAS ä ajouter doit etre determinee au cours meme de l'ope-
ration: on ajoute le SAS contenu dans une burette ä fort debit
et des l'apparition d'un « premier trouble persistant» (qui se

forme generalement vers 0,25 sat), on determine rapidement
la teneur en SA de la solution 2. On continue ä precipiter la

solution en ajoutant encore une quantite de SAS telle que la

teneur en agent precipitant augmente de 0,08 sat 3, maintient
l'agitation pendant une demi-heure, centrifuge et rejette la

liqueur surnageante. On dissout les culots, determine leur
volume afin de connaltre la teneur en SA pour la precipitation
suivante et complete ä 200 cm3 avec la solution calcique 4.

1 Rendement de ce fractionnement: ~ 85%.
X

2 —, oil x nombre de centimetres cubes de SAS aioutes.
x + 400

3 Le calcul de la quantite de SAS ä rajouter doit se faire rapidement

car cette precipitation ne supporte aucune interruption pro-
longee.

4 Rendement de la precipitation: ~ 70%.
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Deuxieme precipitation au SAS.

En procedant comme au stade precedent, on augmente de

0,04 le degre de saturation (tenir compte du sei present au

depart) correspondant au « premier trouble »; celui-ci apparalt
plus vite — apres addition de 20 cm3 de SAS, par exemple —
car la solution est plus concentree en proteine et contient dejä
du SA. Le culot obtenu apres centrifugation est dissous dans

100 cm3 d'eau L

Elimination des ions sulfate.

Les 100 cm3 du stade precedent sont traites pendant 1 heure

(agitation: 200 t/min) par 20 ä 25 gr d'amberlite IR-4b chargee

a Tacetate. Pendant l'echange des anions, le pH doit rester
entre 6,5 et 8 (sinon, ajuster par CH3COOH N/5). On decante

ensuite la liqueur sur un petit filtre Buchner, epuise deux fois

l'amberlite avec un minimum d'eau, verse la resine sur le filtre
et l'essore au vide.

On repete l'operation avec une deuxieme portion
d'amberlite L

Cristallisation

(voir ch. I, § 8, p. 136).

On precipite la solution d'enzyme 2 debarrassee d'ions sulfate
et soumet le culot acetonique obtenu ä Taction d'un courant
d'air (15-20° C) pendant 5 minutes. On ajoute alors quelques

gouttes d'eau en tenant le tube incline de fagon ä ce que l'eau

ne recouvre pas le culot. On dissout le precipite d'enzyme par
petites portions en les triturant Tune apres l'autre dans la solution

aqueuse. Des que celle-ci se trouble, on rajoute 2-3 gouttes
d'eau. Cette maniere de faire permet de dissoudre l'enzyme
dans un minimum d'eau.

A la fin de la dissolution, la liqueur devient generalement
opalescente; on la soumet de nouveau ä Taction d'un courant

1 Rendement global de la deuxieme precipitation au SAS et de
l'echange des anions: ~ 75%.

2 Cette solution purifiee contient 30 ä 40% de l'activite de
l'extrait brut initial.

Archives des Sciences. Vol. 7, fasc. 3, 1954. 10



148 PURIFICATION ET CRISTALLISATION ü'a-AMYLASES

d'air pendant 2-3 minutes. Si apres quelques heures de repos la
solution se prend en gelee, on triture vigoureusement la masse

et la dissout en elevant tres prudemment le pH ä 8-8,5 par
quelques gouttes de NH4OH N/5. S'il y a lieu, on chasse les

dernieres traces d'acetone par un courant d'air et ramene le

pH de la solution ä 6,8 au moyen de CH3COOH N/5.
La solution d'enzyme est abandonnee sur une secoueuse

lente jusqu'ä la fin de la cristallisation (1-2 semaines).

Recristallisation

(voir ch. I, § 9, p. 136).

On porte avec precautions le pH ä 9 au moyen de NH4OH
N/5 et, apres dissolution des cristaux, ajuste de nouveau le

pH ä 6,8 puis dissout environ 2 mg/cm3 d'acetate de Ca.

Si on ne 1'« amorce » pas, la recristallisation est plus lente

que la premiere cristallisation.

V. Purification et cristallisation de l'oc-amylase
d'Aspergillus oryzae (Takadiastase) L

Cet enzyme se caracterise par son extreme solubilite. La
cristallisation ne peut se faire qu'en presence de sels.

Le materiel de depart est la « Ciarase 900 concentrated »

de Takamine Laboratory, Inc., Clifton, N.J., U.S.A. La
rnethode de purification rCest valable que pour ce produit.

La « Ciarase »est tres riche en a-amylase puisqu'elle se trouve
dejä ä plus de 25% de purete par rapport ä l'azote. Elle est

parfaitement stable lorsqu'on la conserve ä froid, au sec et ä

l'obscurite.

Höraire.

Veille au soir: Extraction.
Premier jour: Precipitation au SA solide., precipitation

fractionnee au « Mixed-Salt».

1 Ed. H. Fischer et R. de Montmollin, Helv., 34, 1987-99
(1951).
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Nuit: Dialyse.
Deuxieme jour: Precipitation fractionnee au «Mixed-

Salt », ultracentrifugation et cristalli-
sation.

Rendement: Une purification peut donner 1 gr d'enzyme
cristallise.

Rappel: Le chapitre I intitule «Technique generale des

purifications » est un complement indispensable ä la bonne

marche des operations qui vont suivre.

Extraction

(voir ch. I, § 2, p. 133).

On suspend 60 gr de «Ciarase » dans 375 cm3 d'eau et extrait
l'enzyme en soumettant la suspension a une agitation douce

pendant une nuit. On centrifuge ensuite pendant une demi-
heure (2000 g) et decante la solution surnageante — tres
foncee — que Ton complete ä 400 cm3 (pH 6-6,5)1.

Precipitation an SA solide

(cf. ch. I, §§ 3b, 4b, 5 et 6, p. 134-5).

On ajoute aux 400 cm3 d'extrait brut 210 gr de SA solide

finement pulverise (0,8 sat), maintient encore l'agitation
pendant 1 heure et demie, puis centrifuge. On rejette la liqueur
surnageante ainsi que la pellicule qui flotte ä la surface du

liquide, puis reunit les culots ä l'aide d'une spatule, rince les

tubes et dissout le precipite (40-45 cm3; mesurer exactement
son volume) avec l'eau (80 cm3 au maximum) de lavage des

tubes.
La solution brune ainsi obtenue (pH ~ 6) est trouble; on

ajuste son pH ä 7,5 (^ 5 cm3 NH4OH N), ce qui augmente
encore sa turbidite; on l'abandonne 1 heure ä froid sur secoueuse

lente puis centrifuge 10 minutes (2000 g), rejette le culot

1 Ordre de grandeur de l'activite amylatique de l'extrait brut:
2500 unites/cm3 (amidon Noredux). Le degre de purete atteint dejä
presque le 40% de celui de l'enzyme purifie (Cf. ch. I, § 10-11, p. 137).
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cristallin blanc (P04 3, NH4 Mg+2, etc.) et complete le volume
de la solution surnageante ä 150 cm3 1.

Fractionnement au « Mixed-Salt».

On dissout 15 g de NaCl pulverise (0,1 gr/cm3) dans la solution

puis ajuste le pH ä 7,2, introduit prudemment du SAS

jusqu'au « premier trouble persistant » (~ 0,45 sat), maintient
l'agitation pendant 20 minutes puis centrifuge. On rejette les

culots fonces et visqueux (~ 5 cm3) et precipite la solution par
une quantite de SAS telle que la teneur finale en agent
precipitant soit egale ä 0,72 sat. (Tenir compte du SA contenu dans

les culots du stade precedent.) Apres une demi-heure d'agita-
tion, on centrifuge, ecarte la liqueur surnageante, reunit les

culots (~ 30 cm3) et les dissout comme precedemment mais
dans 30 cm3 d'eau seulement.

Remarque: Ce fractionnement « au premier trouble » permet
de se debarrasser d'une impurete quantitativement peu impor-
tante mais pourtant tres genante pour la cristallisation 2.

Dialyse

(voir ch. I, § 7, p. 136).

On ajuste le pH de la liqueur obtenue de ~ 6,7 ä 7,2 et la

dialyse 2.

Deuxieme fractionnement au « Mixed-Salt».

On double exactement le volume de la liqueur dialysee avec

une solution froide de NaCl saturee ä 0° C (26,28 gr/100 gr do

solution), puis ajuste prudemment le pH ä 7.2 par quelques

gouttes de NH4OH N. Comme au stade precedent, on precipite
la solution (^ 200 cm3) jusqu'au premier trouble (qui apparait
generalement vers 0,55 sat), puis, apres centrifugation, jusqu'ä
une concentration finale de 0,72 sat en SAS 3.

1 Rendement de la precipitation: 70-75%.
2 Le rendement global de ce fractionnement et de la dialyse qui

suit est de 80 ä 85%.
3 Le. rendement de ce stade est de 80 ä 85%.
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Cristallisation

(voir ch. I, § 8, p. 136).

Pour obtenir une bonne cristallisation, il est necessaire

d'avoir un culot final tres compact.
Pour reduire le volume de la suspension obtenue apres la

derniere precipitation, on centrifuge d'abord 15 minutes
(2000 g) puis siphone prudemment les neuf dixiemes de la

liqueur surnageante (celle-ci est trouble mais ne contient
qu'une fraction negligeable du precipite). Le culot fluide est

alors suspendu dans le restant de la liqueur surnageante et
transvase ä la pipette dans les tubes de 1'ultracentrifugeuse.
On soumet le precipite pendant 20 minutes ä une centrifugation
de 100-150.000 g, eventuellement en plusieurs fois car on a

avantage ä n'avoir qu'un petit nombre de culots. Ceux-ci sont
extraits a la spatule, reunis dans un tube large, en verre epais
et dissous dans un minimum dleau (l'eau de ringage des tubes

peut etre recuperee mais il vaut mieux ne pas s'en servir pour
la dissolution). On obtient finalement une solution 1 visqueuse
et tres foncee mais qui doit etre limpide. On recouvre alors le

tube d'un papier-filtre et l'abandonne sur silicagel, ä pression
ordinaire, dans un petit dessiccateur que Ton place sur une

secoueuse lente ä la chambre froide. Les premiers cristaux appa-
raissent apres environ 24 heures. Trois ou quatre jours plus
tard, on bouche le tube et le conserve au frigorifique.

Recristallisation

(voir ch. I, § 9, p. 136).

On lave deux fois les cristaux avec 5 volumes de SA 0,5 sat
et M/100 en acetate de Ca (centrifugation: 50-100.000 g) et les

dissout dans un minimum d'eau, sans elever le pH. On ajoute
goutte ä goutte du SAS (sature ä froid en acetate de Ca), ce qui
provoque une precipitation locale de proteine, que Ton dissout

par agitation avant d'introduire une nouvelle goutte

1 Cette solution contient pres de la moitie de l'activite amylatique
initiale (extrait brut).
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de SAS, et ainsi de suite jusqu'ä ce que le precipite
devienne difficile ä dissoudre. La solution d'enzyme doit rester

limpide; on l'abandonne sur silicagel comme ci-dessus.

Remarque: La Takadiastase purifiee est encore legerement
coloree. II est possible de la decolorer ä l'aide de BaS04 (cf.
Decoloration de l'a-amylase de B. subtilis, ch. VI, p. 152 et 154

ainsi que ch. VII, 2°, p. 156-8).

VI. Purification et cristallisation de l'k-amylase
de Bacillus subtilis.

Le materiel de depart est le « Bacterial Amylase Concentrate »

de Takamine Laboratory, Inc., Clifton, N.J., U.S.A. II est

stable lorsqu'on le conserve ä froid, en recipient hermetique
et opaque. La methode n'est calable que pour ce produit.1

Agent precipitant: SAS contenant 0,5 gr/1 d'acetate de Ca,

et ajuste ä pH 5,0 par H2S04 conc.

Decoloration 2.

Une operation particuliere est necessaire pour debarrasser

l'enzyme de l'impurete fortement coloree qui l'accompagne:
Traitement de la solution d'amylase par du BaS04 precipite
in situ en presence d'un exces d'ions Ba+2. Le sulfate de

baryum fixe la substance coloree, alors que l'enzyme reste en
Solution.

1 Nous sommes recemment parvenus ä cristalliser l'a-amylase
de B. subtilis ä partir d'un autre produit commercial: la « Biolase »

de Kalle (Wiesbaden-Biebrich, Allemagne) en utilisant cette meme
methode de purification. Les extraits de «Biolase » formant des
solutions extremement visqueuses, il faut cependant extraire
l'enzyme dans un volume double (600 cm3) de celui indique ici. Le
fractionnement qui suit l'extraction se fera par contre ä l'aide de
SA solide, en presence de 1 gr/e d'acetate de Ca. On obtient finale-
ment pres de 2 gr d'enzyme cristallise par purification. (Cf. R. Menzi
et Ed. H. Fischer, Helv., 37, ä paraitre.)

2 Cf. «Decoloration de l'a-amylase de B. subtilis», ch. VII, 2°,
p. 156.
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On se sert d'acetate de Ba M/2 que Ton precipite par du

sulfate de NH4M/2,5 (ajuste ä pH 7) ä raison de 1 cm3 de

SA M/2,5 par centimetre cube de Ba+2 M/2.

(Remarque: SA M/2,5 0,1 sat.)

Horaire.

Veille au soir: Extraction.
Premier jour: Precipitation fractionnee au SAS et

« Mixed-Salt» precipitation.
Deuxieme jour: Decoloration et dialyse.
Troisieme jour: Cristallisation.

Rendemenl: Une purification donne environ 1 gr d'enzyme
cristallise.

Rappel: Le chapitre I intitule «Technique generale des

purifications » est un complement indispensable ä la bonne

marche des operations qui vont suivre.

Extraction
(voir ch. I, § 2, p. 133).

On suspend 60 gr de « Bacterial Amylase » dans 300 cm3

d'acetate de Na M/50, ajuste le pH (~ 7) ä 8,2 au moyen de

NaOH N (~10 cm3) et ajoute 10 gouttes de decanol. On

extrait l'enzyme en soumettant la suspension ä une agitation
douce pendant une nuit. Ensuite on centrifuge pendant 1 heure

(30.000 g), decante sans entrainer les substances visqueuses

qui recouvrent le culot, ajuste le pH de l'extrait brut — qui est

brun noir — ä 5,0 avec de l'acide acetique N (^> 15 cm3) et

complete avec de l'eau, s'il y a lieu, ä 320 cm3.

Fractionnement au. SAS

(voir ch. I, §§ 3b, 4b, 5 et 6, p. 134-5).

Les 320 cm3 d'extrait brut1 sont precipites par 160 cm3

(0,33 sat) de SAS (contenant 0,5 gr/1 d'acetate de Ca, et ajuste
ä pH 5,0). On maintient l'agitation pendant 15 minutes puis

1 Ordre de grandeur de l'activite amylatique de l'extrait brut:
20.000 unites/cm3 (substrat: amidon Noredux; cf. ch. I, § 11, p. 137).
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centrifuge; les culots sont rejetes 10 cm3) et la liqueur
surnageante est precipitee par 160 cm3 du meme agent
precipitant (0,5 sat). Apres 20 minutes d'agitation, on centrifuge
ä nouveau, rejette la liqueur surnageante, dissout les culots,
mesure leur volume 20 cm3) et porte ä 120 cm3 L

« Mixed-Salt » precipitation.

On ajoute aux 120 cm3 du Stade precedent 120 cm3 d'une
solution froide de NaCl saturee ä 0°C (26,28 gr/100 gr de

solution), ajuste le pH ä 5,0 avec CH3COOH N puis precipite l'en-

zyme en ajoutant environ 150 cm3 de SAS (pH 5) pour obtenir
une concentration finale de 0,4 sat (en tenant compte du SA

contenu dans le culot du Stade precedent). Le premier trouble
(« salting out») apparait vers 0,2 sat. Apres 20 minutes
d'agitation, on centrifuge, rejette la liqueur surnageante, dissout les

culots, dont on determine exactement le volume (xj 18 cm3),

porte ä 200 cm3, stabilise la solution en ajoutant quelques

gouttes de toluene et d'acetate de Ca 2M et ajuste le pH ä 7 2.

Decoloration.

En procedant comme pour une precipitation au SAS, on
introduit dans la solution 200 cm3 d'acetate de Ba M/2, puis
une quantite egale de SA 0,1 sat diminuee de la quantite de SA

(exprimee en centimetres cubes de SA 0,1 sat) qui se trouvait
dejä en solution.

Exemple: 0,4 X vol. culots (~ 18 cm3) X 10 72 et
200-72 ^ 128 cm3 SA 0,1 sat. On maintient l'agitation encore

pendant 15 minutes et centrifuge une demi-heure ä 25.000 g.
3

Dialyse.

On decante la liqueur surnageante (~ 500 cm3) et la dialyse
ä froid, en presence de quelques gouttes de toluene, pendant

1 A ce Stade (rendement: ~ 60%), l'enzyme est dejä assez pur
pour qu'il soit possible de le cristalliser, dans des conditions defavo-
rables, il est vrai.

2 Rendement de cette precipitation: ~ 80%.
3 Le rendement global de la decoloration et de la dialyse

subsequente est d'environ 80%.
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24 heures (sans aplatir le sac ä dialyse) contre trois fois 10 1

d'eau (0,5 gr/1 d'acetate de Ca et 1 cm3/l NH4OH N; agitation)1

Cristallisation

(voir ch. I, § 8, p. 136).

Apres avoir egoutte le culot acetonique d'enzyme, on intro-
duit quelques gouttes d'eau dans le tube ä centrifuger que Ton

tient incline de faijon ä ce que l'eau ne recouvre pas le culot.
On dissout l'enzyme par petites portions, en les triturant
successivement dans la solution aqueuse. Chaque fois que
celle-ci commence ä se troubler, on rajoute quelques gouttes
d'eau; apres eclaircissement de la solution, on continue la

dissolution; lorsque celle-ci est achevee (~ 1 heure), on ne

rajoute plus d'eau mais eclaircit la solution legerement trouble
ou opalescente en la soumettant pendant 2-3 minutes a un
courant d'air (15-20° C) pour chasser l'acetone. (Volume final:
environ 50 cm3).

On transvase ä la pipette dans un tube en verre plus petit
et elimine s'il y a lieu les dernieres traces de BaS04 par centri-

fugation. On accelere la cristallisation en agitant de temps ä

autres energiquement la solution avec une baguette de verre

que l'on frotte aussi contre les parois du tube.

Recristallisation 2

(voir ch. I, § 9, p. 136).

Apres deux lavages, on dissout le culot cristallin en le sus-

pendant directement dans 3-4 volumes de NH4OH N/10, puis
ramene le pH ä 6,8 et ajoute 2 mg/cm3 d'acetate de Ca.

VII. Observations sur le comportement des oc-amylases
AU COURS DE LEUR PURIFICATION.

1. Stabilisation de VoL-amylase de pancreas de pore.

Bien que les solutions aqueuses de l'enzyme par soient
stables entre les pH de 6,5 et 8,5, des traces d'impuretes de

1 Voir note 3, page precedente.
2 Une ou deux recristallisations sont necessaires pour obtenir un

produit qui ne se recolore plus ä la longue.



J56 PURIFICATION ET CRISTALLISATION D'a-AMYLASES

nature multiple peuvent provoquer la deactivation plus ou
moins rapide de l'enzyme; or elles ne peuvent etre totalement
eliminees qu'apres recristallisations.

L'adjonction d'une solution d'amylase (ä demi purifiee)
bouillie et filtree, stabilise l'enzyme *, ce qui ne va pas sans

inconvenients: apport d'une quantite considerable de

substances organiques etrangeres et perte d'une partie de l'amylase

pour stabiliser le solde. La purification en l'absence de stabili-
sateur est possible mais delicate 2.

Nous avons pu remplacer le «jus bouilli » par une solution

Mj200 de gluconate de Ca qui stabilise avantageusement
l'enzyme.

La deactivation des solutions impures d'amylase est
acceleree lorsque ces solutions sont soumises ä la dialyse.
Meme en presence de Ca+2, la dialyse provoque une certaine
deactivation de l'enzyme et la baisse du degre de purete qui
en resulte l'empeche de cristalliser spontanement: on obtient
une gelee (qui peut d'ailleurs conserver son activite enzymatique
pendant plusieurs mois) qu'il est necessaire d'amorcer afin de

la faire cristalliser.
En traitant la solution d'enzyme avec un echangeur ionique

basique (amberlite IR-4b) charge ä l'acetate, on peut eliminer
les ions sulfate sans avoir recours ä la dialyse. On evite ainsi

toutes pertes d'activite et les ions acetate resteront en solution
lors de la derniere precipitation acetonique.

2. Decoloration de I'oL-amylase de Bacillus subtilis.

Les extraits bruts que l'on obtient ä partir de concentres
commerciaux d'a-amylase bacterienne sont tres fortement
colores en brun noir et les substances responsables de cette
coloration (produits resultant de l'oxydation de polyphenols ou
d'une «browning reaction» entre hydrates de carbone et

composes amines) ne peuvent etre eliminees par des precipitations

fractionnees successives. Ces impuretes n'empechent
d'ailleurs nullement la cristallisation de l'enzyme, mais alors,

1 K. H. Meyer, Ed. H. Fischer et P. Bernfeld, Helv., 30,
64-78 (1947).

2 Ed. IL Fischer et P. Bernfeld, Helv., 31, 1831-44 (1948).



PURIFICATION ET CRISTALLISATION D'OC-AMYLASES 157

apres dissolution des cristaux, la solution que Ton obtient est

tellement coloree qu'elle ne peut etre soumise ä aucun des

examens optiques habituels (electrophorese, ultracentrifuga-
tion, etc.). Des cristallisations repetees sont insufTisantes pour
eliminer ces impuretes; elles ne dialysent que faiblement et de

plus, l'intensite de la couleur, qui varie d'un produit ä l'autre,
augmente en general au cours du temps.

Nous avons examine toute une serie de methodes afin de

decolorer l'enzyme. De bons resultats ont ete obtenus par
chromatographies eflectuees en presence de divers adsorbants.

Ainsi, en passant des solutions diluees d'enzyme en presence
d'acetate de calcium sur de la terre d'infusoire, on peut par-
faitement separer l'amylase — qui migre moins vite — des

impuretes colorees. Cependant la dilution ä laquelle il faut tra-
vailler est telle que cette operation n'est pas realisable pour les

quantites mises en jeu lors d'une purification habituelle.
Par ailleurs, nous avons observe que l'adsorbtion du produit

colore augmente proportionnellement ä la concentration en
ions Ca+2 presents. Ceci nous a conduit ä examiner le pouvoir
decolorant des sels insolubles de metaux alcalino-terreux et de

fait, nous avons trouve que les substances colorees sont forte-
ment et selectivement adsorbees sur les borates, oxalates,
phosphates et sulfates de Ca, Sr et Ba. Les meilleurs resultats
ont ete obtenus ä l'aide de sulfate de baryum que Von forme —
en presence d'un exces d'ions Ba+~ — directement dans la solution

d'enzyme ä decolorer 1.

Le rendement de cette operation extremement simple, tres

rapide et qui peut se faire sur de grandes quantites d'enzyme,
est de l'ordre de 85%, pour une decoloration de plus de 90%.
Ce qui reste des impuretes peut maintenant etre elimine par
recristallisation de l'enzyme. On obtient finalement des

cristaux nacres, parfaitement incolores2.

1 Ce precede permet egalement de decolorer les solutions d'a-
amylase d'Aspergillus oryzae.

2 Lorsque la decoloration a ete insuffisante — par suite de l'em-
ploi d'une trop faible quantite de BaS04 ou d'une dilution insuffisante

de la solution d'enzyme ä decolorer — les eaux-meres de cris-
tallisation se recolorent legerement ä la longue.

La quantite optimum de BaS04 ä utiliser depend de l'intensite
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L'amylase, debarrassee de la substance coloree, se comporte
quelque peu differemment: elle devient beaucoup moins soluble
et peut-etre un peu moins stable L

3. Les cristaux cV a-amylases.

Des quatre amylases, c'est celle de pancreas de pore qui
permet d'obtenir les cristaux les plus gros (jusqu'ä 1-2 mm de

long apres une tres lente cristallisation ä partir de solutions
relativement diluees); ils polarisent notablement la lumiere.
(fig. 2, 3 et 4). Par contre, ils ne se conservent pas tres bien:
s'il est necessaire de stocker cette amylase pour plus de 2-3 mois,
il est preferable de la lyophiliser (cf. chap. I, § 9, p. 137).

Les cristaux d'a-amylase de salive sont en general moins

allonges et plus reguliere que ceux de l'amylase pancreatique
mais il est parfois difficile de les distinguer des premiers (fig. 1).

L'aspect des cristaux d'a-amylase de B. sabtilis varie passa-
blement d'une cristallisation ä l'autre: on obtient tantot des

aiguilles tres effilees, de longueur variable, tantot des cristaux
biseautes et termines en diedres plus ou moins obtus comme
les cristaux des deux amylases animales; ils sont assez friables
(fig. 6).

Les cristaux d'a-amylase d'A. oryzae ont une forme toute
differente et apparemment une energie de reseau comparative-
ment plus faible (contrairement aux trois autres amylases, la

presence de sels est indispensable ä la cristallisation). Ils sont
tres transparents; leurs aretes sont extremement nettes et

franches (fig. 5).

de la coloration de la liqueur ä traiter (pour un volume donne). Un
exefes de BaS04 est ä eviter car il entratne des pertes en enzyme.
Les quantites de BaS04 indiquees dans la purification de B. subtilis
donnent des resultats satisfaisants, bien que l'intensite de la coloration

varie d'une fois ä l'autre. Mais il est evident que pour obtenir
une decoloration dans des conditions optimums, il faudrait chaque
fois determiner la quantits la plus favorable de BaS04 ä utiliser, an
moyen de quelques essais preliminaires rapides sur 1 a 2 cm3 de
solution d'enzyme.

1 Lorsqu'on dialyse la solution d'enzyme apres traitement au
BaS04 — operation qui facilite beaucoup sa cristallisation — on
perd generalement environ 10% d'activite, alors que la meme operation

sur des solutions colorees s'effectue sans perte aucune.
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4. Activite amylalique des oL-amylases.

L'interet principal de l'etude des amylases provient evidem-

ment de ce qu'elles sont des proteines douees d'activite enzy-
matique. Elles sont de ce fait particulierement commodes ä

etudier puisque Ton peut controler leur integrite par un dosage

rapide de leur action catalytique (scission des liaisons a-1,4-

glucosidiques des polysaccharides du type de l'amidon ou du

glycogene).

Pourtant, ie dosage d'un enzyme n'a de sens que si l'activite
specifique du produit pur est absolument constante. Est-ce

vraiment le cas pour les a-amylases
Nous avons constate — meme en travaillant dans des

conditions rigoureusement identiques (notamment en ce qui
concerne la nature et l'etat du substrat en solution) — que
bien souvent tout se deroule comme si l'enzyme passait par des

etats d'activation differents.
Si ces anomalies nous ont davantage frappes ä propos des

a-amylases vegetales, elles ont neanmoins ete remarquees par
d'autres chercheurs sur l'a-amylase de pancreas humain 1.

Au cours de la purification d'une amylase de B. subtilis
d'origine differente de la nötre, des «masquages» presque
complets de l'activite ä certains Stades ont ete signales2,
activite qui reapparaissait au cours des operations ulterieures.
Des phenomenes de ce genre se produisent egalement avec de

l'a-amylase purifiee: aussi ne s'agit-il pas simplement de

Faction de certaines impuretes qui fausseraient les dosages.

D'autres observations semblent indiquer qu'en solution

concentree, l'enzyme ne se trouve pas toujours dans un etat
d'activite maximum. Lors de la dilution, il y aurait d'abord

augmentation progressive de l'activite enzymatique, puis, avec
des dilutions croissantes et ä la longue, deactivation progressive.

De sorte qu'il faudrait envisager un optimum d'activite
qui serait fonction non seulement de la concentration de

l'enzyme mais encore du temps.

1 Ed. H. Fischer, F. Duckert et P. Bernfeld, Helv., S3,

p. 1061 (1950).
2 Ed. H. Fischer et R. Menzi, ä paraltre dans Helv., 37.
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Pour les dosages d'activite, les dilutions sont souvent de

l'ordre de 1 ä 10.000. Or on obtient generalement des resultats
tres differents selon que l'on dilue l'enzyme brusquement
(0,1 cm3 dans 1 litre) ou par etapes (4x1: 10). II est possible

que ceci resulte du fait que l'enzyme est sensible aux « effets de

surface » düs aux parois des recipients. Dans ce cas, l'effet serait
d'autant plus marque que le rapport« surface des parois/volume
du diluant » serait plus grand.

On voit done que les dosages d'activite sont moins simples
ä interpreter qu'on ne l'a cru. S'il est generalement possible
d'obtenir des valeurs comparatives sur la quantite d'a-amylase
presente ä un Stade donne lors de deux purifications succes-
sives (ä condition d'effectuer les dosages ä plusieurs reprises
et toujours exactement dans les memes conditions), il est dejö

plus aleatoire de vouloir comparer le degre de purete (e'est-a-dire
determiner 1'« enrichissement») de l'enzyme au cours de la

purification. De meme, les comparaisons entre activites speci-

fiques d'a-amylases differentes ne peuvent etre faites que sous

toutes reserves.

Resume.

Quatre « routine-methods » derivant d'une meme technique
generale sont decrites en detail. Elles permettent de purifier et
de cristalliser les a-amylases de salive humaine, pancreas de

pore, Aspergillus oryzae et Bacillus subtilis, sans avoir recours
ä des cristaux d'amorgage.

Chaque purification ne necessite que deux ä trois jours de

travail.
La quantite de cristaux que l'on obtient correspond ä

environ 1 gr de proteine seche dans le cas du pancreas, de

VAspergillus et du B. subtilis\ ä 0,15 gr dans le cas de la salive.
Les purifications ne comportent que des operations simples

pour lesquelles les conditions les meilleures ont ete systema-
tiquement etudiees (concentration en proteines, teneur en sels,

temperature, pH, duree de precipitation, mode d'adjonction
de l'agent. precipitant, vitesse d'agitation et de centrifuga-
tion, etc.).
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Les avantages et les inconvenients des quatre purifications
sont passes en revue et le comportement des diverses a-amy-
lases au cours de leur purification est decrit.
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