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Invertase was linked by means of a multi-functional agent, cyanuric chloride to a clay, bentonite. Properties of insol-
ubilized invertase were compared to free invertase and to invertase adsorbed on bentonite. Several enzymes have
been insolubilized by coupling to bentonite using the method described in this paper.

1. Introduction

De nombreuses enzymes ont été fixées sur divers
supports insolubles [1] : polyméres d’acides aminés
[2], polyméres synthétiques [3, 4] , membranes au
collodion [5], dérivés de la cellulose [6—8],
Séphadex [9], verre poreux [10, 11].

Linvertase a déja été insolubilisée par fixation
sur copolymére nitré d’acide métacrylique et de
m-fluoroanilide d’acide métacrylique [4] ainsi que
sur DEAE-cellulose [8].

La recherche d’un support abondant et insensible
aux attaques des microorganismes nous a conduit a
choisir la bentonite qui est une argile dont les pro-
priétés d’adsorption sont bien connues [12, 13].
On sait en effet que les argiles, dans certaines con-
ditions de pH sont capables d’adsorber les protéines
[14] . Malheureusement les enzymes ainsi insolubi-
lisées ne sont pas liées solidement au support de
sorte qu’une fraction est libérée pendant que se
produit la réaction enzymatique.

C’est pourquoi nous avons utilisé un intermé-
diaire de fixation, le chiorure de cyanuryle (tri-
chloro-2,4,6-triazine-1,3,5) que certains auteurs
ont employé pour fixer des enzymes sur cellulose
[15,16].

2. Préparation des complexes

100 g de bentonite sont mis en suspension dans
200 ml de dioxane contenant 5 g de chiorure de
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cyanuryle (Fluka). On agite pendant 90 min & 20°.
Le complexe bentonite—chlorure de cyanuryle (BCC)
est séparé par centrifugation et lavé cinq fois par re-
mise en suspension dans du dioxane pur puis séché
sous vide. La bentonite fixe 0,68% en poids de
chlorure de cyanuryle.

Linvertase (Serva) est mise en solution dans I’eau
distillée et on ajoute le complexe BCC. La suspension
est agitée pendant une heure 4 0°. Le complexe . .
bentonite—chlorure de cyanuryle—invertase (BCCI) -
ainsi obtenu est lavé trois fois par remise en suspen- ..
sion dans de ’eau distillée afin d’éliminer l'invertase .
non fixée. Le complexe est ensuite lavé trois fois par..
une solution de soude pH 10,5 afin d’éliminer I’en-
zyme éventuellement adsorbée sur la bentonite; la
soude est ensuite enlevée par trois lavages 4 I’eau
distillée.

Le complexe bentonite—~invertase adsorbée (BI)
est obtenu par la méme méthode en remplagant
dans la solution d’enzyme, le complexe BCC par
de Ia bentonite non traitée.

L’activité de Iinvertase est mesurée par dosage
des sucres réducteurs libérés 4 partir d’une solution
de saccharose par la méthode de Somogyi-Nelson
et rapportée au glucose. Les conditions d’essai sont
définies comme suit: on porte 4 40° pendant trente
minutes une solution comprenant 5 ml de la solution
d’enzyme, 5 ml d’une solution tampon acétate 0,2 M,
de pH 5,2 et 10 ml d’une solution de saccharose
0,0585 M. On arréte la réaction en pacant les tubes
au bain marie bouillant pendant cing minutes. Les
essais d’activité des complexes BI et BCCI sont
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Fig. 1. Effet du pH sur I'activité enzymatique de 'enzyme
libre (— —) de I'enzyme adsorbée sur bentonite: complexe Bl
(- -—), de ’enzyme fixée sur le complexe BCC (—).

effectués en reprenant ces complexes dans 5 ml
d’eau distillée et en procédant ensuite comme dé-
crit ci-dessus.

‘Une unité d’activité enzymatique est définie
comme étant la quantité d’enzyme qui, dans les
conditions d’essai, libére 10~® mole d’équivalent
glucose par minute.

3. Propriétés de complexes

Le tableau 1 montre les variations de I’activité
enzymatique au cours de la fixation de I’invertase
et des lavages successifs des complexes BCC et
bentonite.
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L’expérience a été effectuée dans des tubes & centri-
fuger contenant 20 ml d’une solution d’invertase a
1 g par litre dans Veau distillée et 500 mg de complexe
BCC ou de bentonite.

Ainsi dans nos conditions expérimentales, 500 mg
de complexe BCC fixent 6,8% lorsqu’ils sont mis en
contact avec 20 mg d’invertase. En tenant compte
de fa quantité d’enzyme non fixée et de cette enlevée
au cours des tavages, ’activité enzymatique représente
13,4% de celie que I’on devrait théoriquement obtenir,
par suite de P’inactivation d’une fraction de ’enzyme
fixée. En effet, enzyme pourrait se fixer, au moins
partiellement, par des sites actifs, les rendant ainsi
inactifs.

Il est possible d’augmenter la quantité d’enzyme
fixée en augmentant la concentration de I’invertase
dans la solution que I’on met en contact avec le
complexe BCC (tableau 2).

Cette augmentation de la quantité d’enzyme fixée
sur le complexe BCC peut étre due a la compétition
entre les ions OH™ et les molécules d’enzyme pour
le remplacement des ions C1™. 11 faut toutefois re-
marquer que P’activité enzymatique du complexe
BCCI n’est pas proportionnelle i la quantité d’en-
Zyme mise en contact du complexe BCC.

La quantié maximale fixée est trés rapidement
atteinte puisque ’on retrouve la méme activité du
complexe BCCI aprés des temps de contact allant
de 304 1710 min.

L’effet du pH sur I’activité enzymatique a été
étudié en remplagant le tampon acétate par du
tampon citrate-phosphate d différents pH. Les ré-
sultats rapportés dans la figure 1 montrent que
I'invertase libre présente un pH optimal 4 5,2 tandis
que le complexe BI (non lavé 2 la soude car Pactivité
serait presque nulle) et le complexe BCCI ont une
activité optimale aux environs de pH 6,26.

Tableau 1
Activité enzymatique aprés fixation sur support et aprés lavages. Les résultats sont exprimés en pour cent de I'activité de la solu-
tion enzymatique avant fixation,

Activité enzymatique Complexe BCCI Complexe Bl
Dans le surnageant aprés fixation 41,8 245
Dans les eaux de lavages (lavages a ’eau) 5.4 55,7
Dans les eaux de lavages (lavages a la soude) 1,3 10,9
Complexes 6.8 1,2
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Tableau 2
Activité des complexes aprés contact avec des concentrations variables d’invertase (%).

Complexe BCC Bentonite brute
Quantité invertase (mg) 2 20 100 200 20 200
Aprés lavages 4 ’eau 0,74 4,40 8,40 8,40 0,26 7,40

Aprés lavages a la soude 0,17 0,62

2,90 - 0,15 1,26

Ce déplacement du pH optimal d’environ une
unité vers ies pH plus élevés est certainement provoqué
par la présence, autour des particules de bentonite,
d’une zone d’environ 200 A d’épaisseur [14], zone
dans laquelle 1a concentration en protons est net-
tement supérieure i celle de la solution.

La fig. 2 montre les variations de I’activité en-
zymatique en fonction de la température. L'invertase
libre et le complexe BI présentent un maximum
d’activité aux environs de 45° alors que pour le
complexe BCCI, ce maximum s’étend dans la zone
comprise entre 40° et 60°, L’invertase est donc
protégée contre la dénaturation par la chaleur aprés
sa fixation sur le complexe BCC.

Le complexe BCCI a été conservé pendant 15
jours dans une solution tampon acétate 0,2 M pH
5,2 4 30°. Aucune perte d’activité n’a été enregistrée

Pourqeptage
100, d” activité

20

g’o- temparature
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Fig. 2. Effets de la température sur Pactivité enzymatique de
’enzyme libre (— —) de ’enzyme adsorbée sur bentonite: com-
plexe BI (—-—) de 'enzyme fixée sur le complexe BCC (—).

au cours de cette période.

Aprés deux mois de conservation dans la méme
solution tampon 4 20°, le complexe BCCI conserve
70% de son activité initiale, alros que le complexe
Bl a perdu 70% de celle-ci.

4. Discussion

Les résultats ci-dessus montrent qu’il est possible
d’insolubiliser ’invertase par fixation sur la bentonite
par I'intermédiaire de chlorure de cyanuryle. Le dériw
ainsi obtenu est caractérisé par une stabilité accrue
vis 4 vis de facteurs de dénaturation tels que la tem-
pérature et le vieillissement.

La méthode d’insolubilisation décrite est largemen
applicable puisque’elle nous a permis de préparer des
complexes avec de nombreuses autres enzymes:
B-amylase, cellulase, ribonucléase, trypsine, uréase.

L’étude de P'utilisation continue de ces dérivés
tant en lit fixe qu’en réacteur agité et la recherche
des causes de la stabilisation des enzymes sont
actuellement poursuivies.
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