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Fernand Chodat et Meliton Philia. — Contribution ä

Vetude du phenomene d'Ambard (fixation de Vamylase par
Vamidon).

Nous avons etudie ä propos d'amidons divers, le phenomene
decouvert et decrit par L. Ambard, de la fixation de l'amylase

par les amidons eras. Ambard a montre (quatre publications
1

de 1921 ä 1923) que, si on ajoute ä un liquide contenant de

l'amylase, de l'amidon era, et qu'on agite le tout energique-

ment, les grains d'amidon absorberont presque instantane-
ment la totalite du ferment present; par centrifugation on

separe l'amidon era qui s'est charge de l'amylase, dont il a

depouille la solution. Ce complexe nouveau, amidon cru-amylase,
presente une stabilite telle, que des lavages repetes ne reussissent

pas ä detacher le ferment du grain d'amidon ; la reprise du

ferment, ou defixation suivant l'expression d'Ambard echoue

egalement en employant des sucres ou des matieres colloidales

variees; cette defixation n'a lieu que si l'on met le complexe
amidon cru-amylase en presence d'empois d'amidon, de glyco-

gene ou de dextrine. Ces phenomenes ont permis ä Ambard
d'elaborer une «technique generale du dosage de l'amylase

par l'amidon era, technique qui est precise, sure et rapide»
(loc. cit. 1920, p. 51). Nous avons fait des experiences de fixation

par les amidons de: Ble, Riz, Orge, Haricot, Pomme de terre
Arrow-root. Nous avons employe trois ferments: amylase,
d'orge, precipitee par l'alcool (95°) d'une maceration alcoolique
(20 %) de malt; amylase d'haricot preparee de meme; amylase
de salive diluee au '/so- Tantot les ferments ont ete disperses

(salive diluee) dans l'eau de la conduite; cette eau tres pure
accuse une reaction correspondant au pH 7,6. Tantot, la

dispersion a eu lieu dans une solution de phosphates primaire
potassique et secondaire sodique, realisant une concentration
en ions H exprimee par pH 6,6. (Reaction optimale de la

digestion amylolytique.) Les amidons ont ete, eux aussi,

1 Ambard, Leo. C. R. de la Societe de Biologie. T. LXXXIII (1920),
p. 1458 et T. LXXXIV (1921), p. 230.

Id.: Bulletin de la Societe de Chimie biolcgique. T. Ill (1921),
n° 2, p. 51, et T. V (1923), n° 8, p. 693.
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delayes tantöt dans l'eau, tantöt dans la solution de phosphates.
Le pouvoir saccharifiant compare des trois diastases employees
est le suivant:

I

Haricot : 0,3 °/o Orge : 0,1 0/0 Salive : */m

Milieu eau

pH 7,6

Force 2 Force 2 Force 1

Milieu
phosphates

pH 6,6
— Force 10 Force 20

La premiere constatation que nous avons faite, est que dans

aucune des conditions precitees, avec aucun amidon, nous
n'avons pu observer, comme Ambard le dit, la fixation de la

totalite de l'amylase presente; nous avons regulierement
constate que le ferment est en partie fixe et demeure en partie
dans le liquide surnageant.

Cette difference entre nos resultats et ceux d'Ambard pro-
vient du fait que cet auteur, pour prouver la fixation totale
de l'amylase presente, se base sur une experience temoin qui
est illusoire. II met dans son experience temoin, directement
en contact avec l'empois d'amidon, la meme quantite de

ferment qu'il fixe, dans l'experience normale et qu'il suppose

recuperer integralement dans le culot de centrifugation. Comme,
la quantite de sucre mesuree dans les deux cas, lors de la defixa-

tion, est tres sensiblement la meme, Ambard conclut que toute
l'amylase a ete fixee. II nous a paru plus certain de recueillir
le liquide surnageant de la premiere centrifugation, de lui
ajouter l'eau du lavage subsequent de l'amidon et de mesurer
le pouvoir amylolytique de cette liqueur. Ce controle direct
nous a toujours revele qu'une fraction, variable d'ailleurs,
de l'amylase totale, demeure dans le liquide surnageant. Nous

avons dit que l'experience temoin d'Ambard etait illusoire,

parce que la titration de la quantite de ferment contenu
dans un liquide ne peut etre basee sur la mesure des produits
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finaux de la reaction effectuee par ce ferment que dans le cas

bien rarement rencontre et toujours difficile ä realiser, oü le
ferment se trouve ä sa limite d'action.

Nous resumons dans le tableau page 120 les resultats de

quelques experiences. La fixation a toujours ete operee suivant
la technique d'Ambard; pour la defixation elle a ete faite ä

37° pendant deux heures au moyen de 10 cm d'empois de

Solanum ä 3 %, sauf pour les deux cas marques d'une aste-

risque * oü l'empois de Riz a ete utilise (v. le tableau). Les

chiffres inscrits sur le tableau representent le nombre de cm3

qu'il a fallu employer pour reduire exactement 10 cm3 de la
solution de Fehling diluee au 7e. Plus le chiffre est eleve, moins

on a de sucre dans le liquide, moins il y avait de ferment dans

la solution. Ajoutons que nous avons toujours agite pendant
5 minutes le ferment avec l'amidon cru et realise, dans la mesure
du possible, des conditions de concentration, de fraicheur de

preparation des enzymes, de duree des operations, qui per-
mettent de rendre comparables les differentes mesures. Le
terme oo signifie dans le tableau que le liquide ne contenait

pas trace de sucre, ce qui signifie implicitement qu'il n'y avait
eu aucune fixation.

Nous avons pu, au moyen de l'amidon soluble de Riz
(preparation classique ä l'HCl), operer la defixation de l'amylase
d'orge retenue sur les amidons de Ble et de Pomme de terre
(en milieu d'eau ordinaire pH 7,6).

Le tableau montre que les differents amidons solubles (ble,

pomme, riz, Arrow-root), disperses ä froid, se pretent bien,
en milieu phosphates (pH 6,6), ä la fixation, soit de l'amylase

d'orge soit de l'amylase de haricot.
Pour distinguer l'influence exercee par les ions phosphates

de celle exercee par la concentration des ions H, sur le pheno-
mene de fixation, nous avons opere trois fixations paralleles
d'amylase d'orge (0,1%) par l'amidon cru d'Arrow-root: 1° fixation

faite dans un melange de glycocolle — NaOH, de pH 6,6

(le ferment est disperse dans ce liquide et l'amidon cru est

delaye dans ce liquide); 2° dans un melange de phosphates de

pH=6,6 ; 3° dans un melange de citrate — NaOH, de pH =6,6.
Un temoin est prepare dans le milieu d'eau ordinaire.
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Les resultats fournis par la defixation au moyen d'empois
d'amidon de pomme de terre sont:

Milieu Glycocolle Milieu Phosphate Milieu Citrate Milieu Eau

L.S.: 5,2 cc. L.S.: 5,6 L.S.: 6,2 L.S.: 31,2
C.: 12 cc. Q.: 10,8 C.: » C.: «

pH 6,6 pH 7,6

On voit clairement par cette experience l'irifluence capitale
exercee par la reaction du milieu (comparer les chiffres des

liquides surnageants (pH 6,6) sensiblement les memes

quel que soit le Systeme tampon employe.
Cette experience nous revele encore la propriete tres curieuse

qu'ont les citrates de s'opposer totalement ä la fixation du

ferment sur le grain d'amidon; cette anomalie evoque le role
bien connu des citrates et des oxalates dans le proces de la
coagulation du lait par les chymases. Un probleme nouveau
s'ouvre des lors, en plus de la question theorique d'une combi-
naison intermediate de la substance fermentescible et du

ferment, combinaison pratiquement demontree par Ambard
dans l'amylolyse, c'est celle du röle du calcium dans cette
fixation de l'enzyme.

Travail du Laboratoire de Microbiologie et de Fermenta
tions de VInstitut de Botanique de P Universite, Geneve.

R. Chodat (avec la collaboration de J.-W. Ross et M. Philia.
— Sur la specificite des amidons.

Tandis que l'observation microscopique revele cbez les

amidons de plantes diverses une multiplicity de formes par
lesquelles il est le plus souvent aise de reconnaitre l'origine
d'une fecule quelconque, les experiences des chimistes modernes
semblent aboutir ä considerer l'amidon comme constitue d'une
substance hydrocarbonee fondamentale. Nous avons en vue
les travaux de Pringsheim, Pictet, Karrer, Irving et leurs
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