
Volumen XXXIV, Faaciculus IV (1951) - No. 136. 1123 

136. Purification de l’invertase de levure 
par Ed. H. Fischer e t  Lure KohtiSsl). 

(27 IV 51) 

La purification de l’invertase a dBja fait l’objet d’un trks grand 
nombre de travaux rapport& dans plusieurs centaines de publica- 
tions2). Mais aucune mBthode n’s encore permis l’obtention d’un 
produit pur. La principale difficult6 provient toujours de ce que 
l’invertase semble &re li6e B des polysaccharides ou accompagnBe de 
ces corps qui modifient totalement ses propriBtBs chimiques au point 
qu’on ne peut plus appliquer B sa purification les procBdBs classiques 
utilises pour le fractionnement des protbines. Dans la plupart des 
cas, on ne peut prdcipiter l’invertase par des solutions salines satu- 
ration et elle ne donne que des produits huileux en pr6sence de sol- 
vants organiques. Aussi, en 1924, WiZZstatter et coll. ont-ils Bmis des 
doutes sur la nature protBique de l’enzyme. 

A part quelques essais de prihipitation de I’invertase par de I’alcooP), par de l’ac6- 
tate de plombe), la presque totalit6 des mbthodes de purification fait appel It des adsorp- 
tions shectives de l’enzyme sup une grande varibte d’adaorbants. Signalons l’emploi de 
sulfate ferrique basique ou d’hydroxyde de ferd) plus ou moins finement divide), d’hy. 
droxyde d’aluminium7), de phosphate de plomba), d’hydroxyde de strontiums) notam- 
ment en presence d’acbtate d’uranylelO), de sulfure de zinc1‘), etc. 

h t z &  Nelson’z) aprBs avoir laisst5 vieillir I’autoIysat, le precipitent par de I’alcool, 
puis adsorbent l’enzyme sur du kaolin. 11s obtiennent ainsi une invertase fortement enri- 
chie qui, en gBn6ra1, est soluble dans le sulfate d’ammonium It saturation. 

Adams& Hudson’3) adsorbent directement I’enzyme sur de la bentonite aprb  l’avoir 
dialys6 et laissb vieillir pendant une semaine environ. Le produit obtenu contiendrait 

l) Laureate du (1 Concours interuniversitaire du Qouvernement Bdge pour des Bourses 
de voyager. 

2, Voir la monographie de C. Neuberg & I .  8. Roberts, ((Xnvertases, Scient. Report 
no 4, Sugar Res. Found (1946). 

s, C. @Sullivan & F .  Tompson, SOC. 57, 834 (1890); H .  v. Euler & K.  Josephson, 
B. 56, 446 (1923); R .  Willstutter + K .  Schneider, Z. physiol. Chem. 133, 193 (1924). 

4, F. Hofmister, Z. physiol. Chem. 2, 288 (1878). 
5, P .  Cornette, Ch. Z. 22, Repertorium, 79 (1898). 
6 ,  L. Nichaelia & P .  Rona, Bioch. Z. 7 ,  329 (1907); 8, 356 (1908); 16, 60 (1909). 
’) L. ltliehaelis & M .  Ehrenreich, Rioch. Z .  57, 70 (1913); L. Michaelis, Bioch. Z .  7 ,  

488 (1908); 10, 283 (1908); L. Michaelis & P .  Rom, Bioch. Z. 25, 359 (1910); 115, 269 
(1921); H. AZbers R. I .  Meyer, Z. physiol. Chem. 228, 122 (1934); R. Weidenhagen, Z. Ver. 
deutsch. Zuckerind. 86, 473 (1936). 

R .  Willstutter, K.  Schneider & E .  Wenzel, 2. physiol. Chem. 151, 1 (1926). 
9, R .  Weidenhugen, Z. Ver. deutsch. Zuckerind. 86, 473 (1936); R. Weidenhugen & 

lo) R.  Willstutter, Enzyme (1928), p. 589; E .  Kritschewskaja, Bioch. Z. 272,348 (1934). 
11) N .  K .  Richtmyer & C .  S .  Hudson, Am. Soc. 60, 983 (1938). 
12) J .  Q. Lutz & J .  M .  Nelson, J .  biol. Chem. 107, 169 (1934). 
13) M. Adams & C .  X. Hudson, Am. SOC. 65,1369 (1943). 

L. Nenninger, ibid. 89, 149 (1939). 
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14,8% d‘azote, prbcipiterait par addition de sulfate d‘ammonium ou des acides picrique, 
picrolonique ou flavianique et  ne contiendrait pas plus de 7 %  d’hydrates de carbone. 

Les rbsultats de Hudson semblent en contradiction avec ceux de H .  Dieu e t  de 
Sumner. Le premier1) dbcrit une purification d’invertase de levure de boulangerie par de 
l’alcool ou de l’acbtone qui lui aurait permis d‘obtenir des solutions d’un degr6 de puretb 
supkrieur it ceux mentionnbs dans la littbrature a p r b  un enrichissement de 50 fois environ 
par rapport it. l’rtzote de I’extrait brut. Mais ces prbparations contiennent encore une 
quantitb importante de polysaccharides2). 

Enfin, Sumnera) montre que l’invertase purifibe 1500 it 2500 fois, par double adsorp- 
tion sur du phosphate tricalcique, prbcipite par la concanavaline A, e t  il admet que l’en- 
zyme serait un complexe polysaccharide-protbine. 

La plupart des auteurs utilisbrent Ie ((time vaZuea4) pour exprimer Ie degr6 de puretb 
de leurs produits, c’est-it-dire le temps (en minutes) necessaire pour annuler la rotation 
d’une solution de saccharose it. 16% lorsqu’on la met en presence de 50 mg d’enzyme it. 
15O. La rotation z6ro correspondant it. une hydrolyse de 75,75% de saccharose, cette 
mbthode, comme le signale H. Dieul), ne fournit aucune indication sur la vitesse initiale 
de la rbaction enzymatique, et son emploi pour exprimer la puretb des produits est sujet 
B caution. On ne peut en aucun cas comparer les valeurs ainsi obtenues h celles fournies 
par les mbthodes r6ductomCttriques se rapportant h la phase initiale de la reaction enzy- 
matique. 

I1 nous a sembl6 interessant de reprendre 1’6tude de l’invertase 
et, B cet effet, nous avons entrepris la purification de l’invertase de 
levure de boulangerie. Nous avons cherch6 a realiser un enrichisse- 
ment aussi grand que possible par rapport l’azote et aux polysac- 
charides contenus dans l’extrait brut. Nous avons enfin rep6t6 la 
purification selon Adams & H u d s o n  afin de voir si leur m6thode nous 
permettrait d’dliminer tous les polysaccharides pr6sents dans notre 
materiel de d6part. 

Dosage de Z’invertase. L’activit6 de l’invertase a 6th dosee d’aprks 
une modification de la methode colorim6trique de Xumner5)  l’acide 
dinitr 0-3,5-salicylique. 

L’unite’ d’invertase (activite: A) est la quantit6 d’enzyme qui 
libkre 1 mg de sucre r6ducteur (glucose+fructose) en 3 min. B 20,0°, 
pH 4,8, B partir d’une solution de saccharose a 5 yo. Lors des dosages, 
la quantit6 d’enzyme doit &re telle que la ddgradation du substrat 
ne dbpasse pas 3%. 

L e  degre‘ de purete’ de l’enzyme a Bt6 exprime par le quotient de 
l’activite soit par rapport B l’azote KjeZdahZ (A/mg N)  soit par rapport 
aux hydrates de carbone (A/mg S) calcul6s en glucose. Les enrichisse- 
ments sont rapportes aux valeurs trouvees dans l’extrait brut. 

Pre’paration d’une poudre sdche. Nous avons d’abord song6 B pr6- 
parer une poudre skche afin d’avoir un mathiel plus commode et plus 

l )  H. A. Dieu, B1. SOC. Chim. Belg. 55, 306, 327 (1946). 
2, E .  Gorter & H .  A. Dieu, Proc. Kon. nederl. Akad. Wettensch. 50, 325 (1947). 

J. B. Sumner & D. J .  O’Kane, Enzymologia 12, 251 (1948). 
*) C. O’Sullivan & F. W .  Tompson, SOC. 57, 834 (1890); R. Willstatter& R. Kuhn, 

B. 56, 68 (1923); R. Willstictter & F.  Racke, A. 425, 1 (1921-1922). 
6, J .  B. Sumner & 8. F.  Howell, J. Biol. Chem. 108, 51 (1935). 
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constant en vue de la purification. DiffBrents procedds ont BtB utilises 
comportant l’introduction de la levure dans des solvants prBalable- 
ment port& B -20°, mais nous avons constate que lors de l’extraction 
de cette poudre skche, le rendement en invertase reste faible tant que 
la levure n’a pas 6th soumise B une plasmolyse suivie d’une autolyse 
avant sa dessiccation. Pourtant, m6me en prochdant ainsi, le rende- 
ment le meilleur obtenu ne dBpasse pas 7 0 %  de ce que l’on obtient 
par extraction directe. Aussi avons-nous renonce Bi cette prdparation. 

Extraction directe de  l’invertase Ct partir de la levwe fragche. La 
mise en solution comprend une plasmolyse rapide au cours de laquelle 
les cellules Bclatent, suivie d’une autolyse qui libhe l’invertase. Un 
nombre considbrable de procBdes sont rapport& dans la litt&rature, 
utilisant toute une sBrie d’agents pour provoquer la plasmolyse des 
cellulesl). Des Bcarts importants dans les rendements en invertase 
ayant B t B  constates selon le traitement choisi, nous avons Btabli les 
conditions optimum pour effectuer cette extraction. Mais m6me dans 
ces conditions, on constate de grandes variations selon les pains de 
levure utilisBs. 

Contrairement aux indications de flaZkowski2), un traitement 
rapide de notre levure par de l’eau B 5 % de CHC1, n’entraine aucune 
Blimination notable des gommes et ne facilite en rien la separation 
des polysaccharides. De m6me avons-nous abandonnk l’autolyse frac- 
tionnee prBconisBe par WiZZstatter: si elle permet effectivement de 
rejeter ap rh  3 h. d’autolyse une solution ne contenant gukre plus de 
10% de l’invertase, la quantitB d’hydrates de carbone ou d’autres 
impuretBs qu’on peut Bliminer ainsi n’est pas suffisante pour justifier 
une centrifugation supplkmentaire. 

La pZasrnoZyse a Btd provoqude soit par du tolube, soit par des 
sels. L’autolyse par contre doit toujours 6tre effectude en presence de 
tolubne. Si POD n’en rajoute pas aprBs plasmolyse par les sels, gubre 
plus de 15% de l’enzyme sont lib&&, ce qui semble indiquer une 
action chimique propre au solvant, Bvent. sur les lipoides cellulaires. 
La quantitB d’invertase mise en solution atteint un maximum aprh  
60 h. alors que les polysaccharides s’extraient plus lentement. Lors- 
qu’on prolonge l’autolyse, le rendement en invertase baisse 1Bgkre- 
ment. La fig. 1 montre la quantitB d’invertase et d’hydrates de car- 
bone qui passent en solution au cours de l’autolyse. 

Le pH qu’il faut maintenir depend essentiellement du procBdB 
utilis8 pour la plasmolyse. Lorsqu’on plasmolyse la levure par le 
tolukne, l’autolyse peut s’effectuer indiffbremment A des pH compris 
entre 5 et 7’5. Lorsqu’on la plasmolyse par des sels, il est indispen- 

l) v. Wittich, Pfliigers Arch. 2, 193 (1869); 3, 339 (1870); 5, 435 (1872); F. Hoppe-  
Seyler, B. 4, 810 (1871); E. Sulkowski, 2. physiol. Chem. 13, 506 (1889); 31, 305 (1900-1); 
61, 124 (1909); B. Kisch, Bioch. Z. 40, 152 (1912). 

2, E. Sulkowski, Z. physiol. Chem. 31, 305 (1900-1); 61, 124 (1909). 
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sable de maintenir le pH au cours de l’autolyse au-dessus de 6. Le 
meilleur resultat s’obtient par une plasmolyse a l’acdtate de sodium. 
Un barbotage d’air ou une agitation mdcsnique ne favorisent en rien 
Ia mise en solution de l’invertase. 

48 I 72 

Fig. 1. 
Mise en solution de l’invertase (4-) et des polysaccharides (-) en fonction du 

temps d’autolyse, Q 37O et pH 6,2. 

L’eztrait brwt est parfaitement stable s’il est conservd a froid. 
Par acidification, l’invertase reste en solution et ne se ddsactive 
qu’aux environs du pH 2. Elle est detruite par les acides trichlor- 
acbtique ou phosphotungstique et on ne peut la prdcipiter par addition 
de sels ou de solvants. L’acetone, le dioxane ou 1’6thanol provoquent, 
ap rh  elimination d’un faible culot, la formation d’une huile contenant 
tout l’enzyme h peine enrichi. Le tktrahydro-furfurol ddsactive 70 % 
de l’invertase, et l’alcool mbthylique plus de 90 %, m6me des tempb- 
ratures de -ZOO.  L’acBtate basique de plomb ddtruit en partie l’en- 
zyme, les reineckates et les tanins sont sans effet et n’entrainent 
aucune precipitation. 

Par contre, un traitement a l’acide picrique permet de p -6cipiter 
80% de l’azote protbique prbsent alors que l’invertase reste en solu- 
tion. Une precipitation acetonique permet ensuite de sdpa ‘er Pen- 
zyme sous forme d’une huile qu’on dialyse pour &miner les Gernibres 
traces d’acide picrique. 

La solution obtenue est relativement limpide, peu color6e, et ne 
prhsente pas les caractbes d’une solution de protdine. Elle ne se 
trouble pas apr&s 10  min. d’6bullition et ne subit aucune desactivation 
par traitements prolongds selon Sevag. Une analyse montre qu’elle 
contient au maximum 10  % de proteine et plus de 90 yo de polysaccha- 
rides. Pour Bliminer ceux-ci, nous avons cherche A adsorber selective- 
ment l’invertase. Des essais ont Bt6 effectues avec diffdrents adsorbants : 
oxydes ou hydroxydes d’aluminium, phosphates di- et tri-calciques, 
cellulose pulv6risde humide et amidon de mays, soit directement, soit 
sur colonnes h chromatographier, en solution aqueuse ou acbtonique. 
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Les meilleurs resultats ont Bt6 obtefius en adsorbant l’enzyme 
sur de l’hydroxyde d’aluminium fraichement precipite; on peut 6li- 
miner ainsi en une fois 80 yo des polysaccharides avec un rendement 
pratiquement quantitatif en invertase. Cette operation permet de plus 
d’eliminer la presque totalit4 des proteines inactives encore pr6sentes 
a ce stade. 

L”6tude systematique des facteurs influenqant cette adsorption 
nous a permis de determiner les conditions les meilleures pour adsorber 
totalement l’invertase en entrainant le minimum de polysaccharides. 
Ce sont: une temperature de O o ,  un temps d’adsorption de 3 min. 
(fig. a), UQ pH de 6’0 (fig. 31, et une concentration d’enzyme de 40 
60 A/cm3. 

I 5 6 7 8 p H  

Pig. 2. Fig. 3. 
Adsorption comparative de l’inver- Adsorption de l’invertase sur 
h e  (-) et  des polysaccharides Al(OH), en fonction du pH. Conc. 
(-) sur Al(OH), au cows du d’enzyme 50 A/cmS, aprh 3 min. 
temps. Conc. d’enzyme 50 A/cm3, 

p H  6,O. 

La quantitd optimum d’hydroxyde a employer par unite d’en- 
zyme varie par contre d’une prdparation a l’autre. I1 sera done in- 
dispensable de determiner sur une prise et pour chaque prBparation 
la quantite minimum d’hydroxyde a mettre en jeu. L’invertase une 
fois adsorbee sur l’hydroxyde presente la m4me activite que lorsqu’elle 
se trouve en solution. Ceci indique que le ou les sites par l’inter- 
mediaire desquels l’enzyme se combine 8 l’adsorbant sont differents 
de ceux qui interviennent lors de la formation du compose d’addition 
enzyme-substratum. L’invertase une fois adsorbee ne peut &re 61uBe 
ni par de l’eau, ni par des solutions salines B des pH superieurs a 6. 
Par contre, on peut l’eluer, quoique lentement, par des phosphates 
primaires ou, beaucoup plus rapidement, en Btablissant le pH de la 
suspension entre 2,6 et 3,5. L’emploi d’un tampon lactique de pH 
2,9 libere quantitativement l’invertase en 15 B 20 min. i% temperature 
ordinaire, alors qu’8 peine 15% de l’hydroxyde se sont dissous. 
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En rBpBtant toute l’opBration, on peut &miner env. 95% des 
polysaccharides prdsents dans l’extrait brut, tout en realisant un ex- 
cellent enrichissement par rapport B l’azote. Une rBpBtition de ces 
adsorptions ne permet toutefois pas de ddpasser l’enrichissement in- 
diquB. La solution obtenue posskde un degrB de puretB de 4000 A/mg N 
(env. 600 A/mg protBine) et de 200 B 250 A/mg S. L’enzyme contient 
donc toujours de 70 B 80% de polysaccharide. 

Pour Bliminer le reste des polysaccharides, nous avons essay6 
de modifier complktement les conditions d’adsorption et cherchB soit 
B empeeher l’adsorption des sucres, soit au contraire B adsorber 
ceux-ci sans adsorber l’enzyme. Nous avons donc travail16 en pr6- 
sence de cations alcalino-terreux (pour bloquer Bvent. des groupes 
hydroxyles libres de restes phosphoriques prdsents sur le polysaccha- 
ride), d’ac. borique (pour modifier Bvent. les caractkres du polysaccha- 
ride) ou d7ac. picrique (pour modifier l’adsorption de la protkine). 
Tous ces essais sont rest& ndgatifsl). 

Le tableau ci-dessous resume les rendements en activitd, et de- 
gr6s de puret6 obtenus a chaque stade de cette purification. L’enri- 
chissement qu’on obtient au cours de la premiere ou de la seconde 
adsorption peut varier, mais le produit final atteint toujours le m6me 
degr6 de puretd. - 1 Rendements rapport& I Degrbs de purete 

. . . . . . . . .  
. . . . . . . .  

Extrait brut 
PrBcip. picrique 
PrPcip. acbtonique et dialyse . . 
Adsorpt. Al(OH), . . . . . . .  
Elution . . . . . . . . . . . .  
Pr6cip. ac6tonique . . . . . . .  
2e adsorpt., 61ut. et pr6cip. ac6- 

tonique . . . . . . . . . .  

Operation au stade ti l’extr. A,mg A,mg 1 pr6citd. 1 brut 1 I 
I I I I 

100 20 10 

90 72 150 20 
97 70 400 55 
90 63 2800 97 
95 60 2800 97 

85 50 4000 250 

‘i: 1 80 150 20 

l) Voir communication suivante. 

On obtient ainsi a partir de 5 pains de levure (2 kg 500) avec un 
rendement total d’env. 50% et un enrichissement de 200 fois par 
rapport A, l’azote et de 25 fois par rapport aux sucres, env. 700000 uni- 
t& d’invertase representant 1’2 g de protdine et 3 g de polysaccharide. 

Contrairement aux produits moins purs, l’invertase purifiee peut 
&re sechde par congdlation, puis sublimation de la glace au vide. La 
poudre sbche contient 4 A, 5 yo. d’azote (KjeZdahZ) representant env. 
30% de protdine et 70% de polysaccharide. Elle peut contenir en 
outre de 0,l A, 0’5% de phosphore. 
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Purification de l’invertase selon Adam8 d? Hudson1). Nous avons 
repetd, sur notre levure, la purification d’aprks laquelle A .  d? H .  au- 
raient obtenu un enzyme ddpourvu de polysaccharide. 

Nous avons scrupuleusement suivi leur prescription, en faisant varier la dude  de 
la dialyse et  celle du vieillissement de la solution dialysee pour nous placer dans lea con- 
ditions optimum requises. Nous avons utilise pour l’adsorption deux des bentonite5 in- 
diquees (KWK Volclay et 200 mesh Volclay2)). 

En aucun cas nous n’avons pu obtenir un produit ddpourvu de 
polysaccharide. Le degrB de puretd maximum atteint, par rapport aux 
polysaccharides, fut  parfois de l’ordre de celui fourni par notre md- 
thode (200 A/mg S). Par contre, l’enrichissement par rapport a l’a- 
zote fut  toujours de beaucoup infdrieur. 

Comclusion. 
La purification rapportde nous a probablement permis d’obtenir 

une invertase d’un degrB de puretB supdrieur a ee qui a BtB  mentionnd 
jusqu’h present dans la litterature. Le produit est 4 fois plus pur, par 
rapport a l’azote de l’extrait brut, que celui de H .  Dieu3) (enrichisse- 
ment de 200 fois eontre 50). I1 doit 1’Btre encore bien davantage par 
rapport aux polysaccharides, car les precipitations alcooliques utiIisBes 
par cet auteur pour purifier l’enzyme ne permettent gukre de le 
&parer des polysaccharides qui l’accompagnent. Or, H .  Dieu a montrB 
par la comparaison de ses ((time values)) ceux ddjh mentionnBs qu’il 
avait obtenu le produit le plus enrichi. 

Part i e e xp brim en t ale. 
Dosage d’activitk. 

1. Solution de saccharose B 5% tamponnee B pH 4,77 par ac. acetique-acetate de 
Na 1 :I, m./50. Elle est conservee it froid en prbsence de quelques gouttes de toluhe. 

2. Solution contenant 10 g d’ac. dinitro-3,5-salicylique, 200 em3 de NaOH 2-n. 
et 300 g de sel de Seignette portee B 1000 ern3. La solution est stable. 

Opirations: Dans une Bprouvette placee dans un thermostat B 20,0°, on met 1,0 cm3 
de la solution d’enzyme. Lorsqu’elle a pris la temphature du bain (2min.), on ajoute 
1,O cm3 de I port6 prealablement B 20°. On interrompt la &action apr8s 3 min. par addi- 
tion de 2 om3 de 2. On plonge l’eprouvette pendant 5 min. dans de l’eau bouillante, re- 
froidit et dilue par 20 cm3 d‘eau. On lit ensuite au Klett, filtre vert NO 54, contre un blanc 
sans enzyme. L’extinction obtenue est exprimhe en mg de glucose d’apr8s une courbe 
&talon (le fructose donne la m&me valeur reductrice que le glucose). Celle-ci est une droite 
pour des quantitbs de glucose comprises entre 0 et 2 mg. La precision de la mbthode 
est de 1%. 

Dosage des polysaccharides. 
Dosage colorime‘trique direct: selon une modification apporthe aux mbthodes de 

Morris4) et de Seifter6). 

1) M. Adams & C.  S. Hudson, Am. SOC. 65, 1359 (1943). 
2, The Amer. Coll. Co., Chicago, Ill. 
3, H .  A .  Dieu, B1. Soc. Chim. Belg. 55, 306 (1946). 
4, D. L. dlorris, Sc. 107, 254 (1948). 
5 )  S. Seifter, 27. Dayton, B. Novic & Ed. Muntwyler, Arch. Biochem. 25, 191 (1950). 
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I. Solution B 0,2% d’anthronel) dans de l‘ac. sulfurique B 95%. La solution doit 
btre prkparee It froid e t  peut alors btre conservbe environ 3 semaines, gardee B Oo dans 
un flacon brun. 

Opdrations: 5 om3 contenant de 10 B 450 y de sucre ou polysaccharide sont addition- 
n6s de 10 cm3 de 1. On plonge 1’6prouvette dans de l’eau bouillante et agite la solution 
avec une baguette de verre & extrkmit6 aplatie. Apres 10 min., on plonge I’kprouvette 
dans un bain d’eau courante. On determine ensuite l’extinction au Klett, filtre rouge 
NO 66 contre un blanc sans hydrate de carbone trait6 dans les mbmes conditions. L‘ex- 
tinction obtenue est exprimke en glucose d’aprhs une courbe Btalon. Les halogknures et les 
polyols genent la reaction lorsqu’ils sont en exchs. 

Cette mdthode rapide n’a kt6 employee qu’B titre de dosage d’orientation. Elle n’est 
pas suffisamment siire pour qu’on p u k e  se passer de la mkthode classique. 

Dosage a p r h  hydrolyse: une solution contenant 2 B 5 mg de polysaccharide est 
hydrolyske pendant 6 h. B reflux dans HC13-n., sous courant d’H,. La solution est ensuite 
concentrbe 8. sec, au vide, le rksidu repris par 1 cm3 d‘eau et cette solution est it nouveau 
BvaporBe. Le nouveau rbsidu est dissous dans 1 cm3 d’eau, neutralisk (rouge neutre) et 
port6 B un volume connu (2 B 5 cm3). 2 cm3 de cette solution sont alors additionnes de 
2 cm3 du reactif B l’ac. dinitro-3,5-salicylique (voir plus haut) puis comme indiquk pour 
le dosage d’activitb, port& 5 min. dans I’eau bouillante, refroidis, dilues et lus au Klett. 
L’extinction obtenue est rapportke B une courbe Btalon ktablie avec du glucose. 

Purification de l’invertase: Routin-method. 
Rdactifs: 1. L’hydroxyde d‘Al doit 6tre fraichement prkparb et lave 2 fois par sus- 

pension dans de I’eau distillke et centrifugation. Cette dernihre ne doit pas depasser 
8000 t/min., car les culots trop tassks sont difficiles B remettre en suspension et le produit 
finalement obtenu possede un pouvoir adsorbant diminuk (l’emploi d’une supercentri- 
fugeuse continue, S7uzrple.s par exemple, ost B d6conseiller). Les culots sont remis en sus- 
pension au moyen du Vibro-Mischerz); la suspension (env. 15-30 mg Al(OH,) par cm3) 
peut &re gardee 1 mois environ. 

2 .  Solution picrique: 3 g d’ac. picrique crist., 13 cm3 NaOH n., 2 cma de tampon 
acetate m. de pH 4,7, sont port& B 100 cm3 (2 chaud). Cette solution cristallise lentement 
Q froid. Au moment de l’emploi, on la rend homogene en la chauffant au bain-marie et la 
plonge dans de la glace de fapon B la porter B 0 0 .  Elle doit btre limpide. 

3. AcLtone: redistillee sur KMnO,+ Na,C03. 
4. Eau distillke: sur Ba(OH), dans un appareil en Btain. 
Les precipitations acbtoniques se font toujours 8. Oo, sous bonne agitation, en ajou- 

tant le solvant prkalablement refroidi B -200 sous forme d‘un fin filet. Sauf mention 
speciale, toutes les centrifugations se font B froid B 3000 t/min. 

Extraction de la levure: 5 pains de levure de boulangerie3) fraiche (2 kg 500) sont 
dkfaits, mis dans un poudrier de 5 1 et additiomks de 200 g d’acetate de Na. Lorsque 
la masse est liqubfiee (15 B 20 rnin.), on ajoute 375 cm3 de toluene e t  Bmulsionne le tout 
10 min. au Vibro-Mischer. Le poudrier est bouche e t  mis au thermostat & 370. Aprhs 
60 h., on abaisse le pH de la suspension (tamponnant fortement aux env. de 4,s) B 4,s par 
CH,COOH 4-n. (env. 400 om3) et centrifuge 1 h. %. I1 se forme 3 couches: celle du milieu 
constitube par une liqueur brune contient l’invertase dissoute. On la siphonne au vide, 
reprend les culots par de l’eau, homogkneise au Vibro-Mischer et recentrifuge. Les nou- 
veaux culots sont rejetks et l’on reunit les liqueurs. On obtient env. 3300 B 3500 cm3 d‘une 
solution jaune-brun trouble. 1300000 B 1700000 A total, 15 A20 A/mg N et 5 & 10 A/mg S. 
La liqueur contient moins de 5% de sucres rkducteurs. 

Prtkipitation picrique: la solution prkcedente est portee B Oo et additionnee d’un 
coup de 0,35 vol. de la solution picrique. On abandonne la suspension pendant au minimum 

l) R. Dreywood, Ind. Eng. Chem. (Anal. Ed.) IS, 499 (1946). 
2, A. G. fiir Ghemie-Apparatebau, Zurich. 
3, Fabrique de levure 8. A., Olten. 
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3 h. B froid, puis centrifuge 30 min. (bvent. B la supercentrifugeuse Sharples). Lee culots 
sont rejetbs e t  la solution pr6cipitbe par 3 vol. d‘ac6tone. On agite encore 30 min., dbcante 
la majeure partie de la solution et centrifuge le reste 7 min. La majeure partie de la subs- 
tance active reste collee aux parois du bbcher et B l’agitateur, on la lave par 2 fois en la 
triturant avec de l‘acbtone A, - 20°, puis la dissout. Cette solution est dialysbe pendant 
48 8.72 h. A, froid en changeant plusieurs fois l’eau extbrieure (env. 12 1). Lorsque la liqueur 
externe ne se colore plus en jaune, on interrompt la dialyse et porte la solution interne B 
5 1 env. Si elk se trouble, on la passe rapidement B la Sharples. 

Adsorption sur Al(OH),: la liqueur dialysbe limpide est ajustbe B pH 6,0, puis 
dilu6e par de l’eau jusqu’h avoir une activit6 de 60 8, 80 A/cm3. On la traite alors B 0 0 ,  par 
petites portions, par la quantitb minimum (d6termin6e prbalablement sup une prise) de 
Al(OH), de pH 6,O n6cessaire pour adsorber en 3 min. la totalitb de I’enzyme en jeu 
(entre 12 et 36 A par mg #&(OH),). 

Bien mblanger, rbpartir immbdiatement la solution dans les tubes B centrifuger et 
mettre en marche la centrifugeuse exactement 3 min. aprhs les melanges (ne pas dbpasser 
10000 t/min.). La liqueur est rejetbe et  les culots sont suspendus au moyen du Vibro- 
Mischer dans le minimum d’eau. 

Elution laetique: un traitement prolong6 de la suspension en milieu acide entrainant 
la dissolution d’une trop grande quantitb d’hydroxyde (en diminuant l’enrichissement par 
rapport aux hydrates de carbone), il est nbcessaire de determiner sur 2 ou 3 prises de 
1 om3 le temps minimum indispensable pour bluer I’enzyme. 

1 cm3 de la suspension d’hydroxyde portbe B 15O est additionnb d‘un tampon ac. 
lactique-lactate de NH, 4-n. de pH 2,9 B raison de 5 cm3 par g d’hydroxyde. Aprbs 10, 
15 et 20 min., on centrifuge rapidement B 12OOO t/min. puis determine sup la liqueur db- 
cantbe le pourcentage d’enzyme remis en solution (en g6n6al 100% aprbs 15 min.). On 
traite alors la totalit6 de la suspension dans les mbmes conditions (centrifugation bvent. 
B la Shrp1e.s). La solution est portbe B pH 4,8 et precipitbe par 3,5 vol. d’acbtone. On 
centrifuge 6 min., puis les culots sont suspendus dans 300 cm3 d’eau. On &mine par 
centrifugation rapide un l6ger trouble form6 par de l’hydroxyde. 

Les secondes adsorptions et blutions s’effectuent dans les mBmes conditions sup 
cette solution limpide, dilube. 

Nous exprimons notre vive reconnaissance 8. Monsieur le Professeur Kurt H .  Meyer 
pour ses conseils et  l’intbr6t qu’il a tt5moignb A, ce travail. 

L’un de nous (L- K . )  remercie vivement le Cornit6 du ccConcours interuniversitaire 
du Gouvernement B&e pour des Bourses de voyageo de l’appui gbnbreux qu’il lui a donnb. 

RI~SUMI~ .  

Une purification de l’invertase de levure de boulangerie est d6- 
crite. 

Aprds plasmolyse et autolyse, l’extrait obtenu est trait6 par de 
l’acide picrique, puis l’enzyme est purifi6 par 2 adsorptions sur de 
l’hydroxyde d’aluminium, suivies d’dlutions en milieu acide. La so- 
lution purifi6e est stable. 

Le produit purifik contient encore 70 % de polysaccharides qu’on 
ne peut 6liminer en repetant les m4mes adsorptions. 

L’enrichissement de 200 fois par rapport a l’azote protkique et 
de 25 fois par rapport aux hydrates de carbone de l’extrait brut 
semble indiquer que le produit obtenu est un des plus purs qui ait 
6ttB d6crit jusqu’h prksent. 
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