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137. Propri6t6s de l’invertase puri66e 
par Ed. H. Fischer, Laure Kohtbsl) et J. Fellig. 

(27 IV 51) 

Dans la communication pr6cddente2), nous ddcrivons une md- 
thode de purification de l’invertase permettant d’enrichir l’enzyme 
200 fois par rapport B l’azote et 25 fois par rapport aux hydrates de 
carbone de l’extrait brut. Le produit purifid, d’une teneur de 4 B 5 %  
d’azote, contient encore 70 yo d’hydrates de carbone sous forme d’un 
polysaccharide. 

Nous rapportons ici quelques propridtds de l’invertase purifide 
ainsi que son comportement lorsqu’on la sdpare du polysaccharide 
qui l’accompagne. Celui-ci a Btd isold et dtudid. Nous examinons enfin 
brihement les rapports existant entre la p r o t h e  et le polysaccharide, 
et le r61e de ce dernier dans l’activitd enzymatique. 

Stabilite‘: Les solutions d’invertase d’un degrd de puretd3) de 
4000 A/mg N et 250 A/mg S sont stables entre pH 4 et 6’5, conservdes 
B froid en prdsence de tolukne. Elles le sont beaucoup moins en milieu 
alcalin. 

Le spectre d’absorption de l’invertase dans l’ultra-violet prdsente 
un seul maximum B 265 mp entre pH 6 et 7 (fig. 1). En milieu alcalin, 
la solution jaunit, m6me B froid, probablement du fait de la prdsence 
du polysaccharide, et le spectre n’indique plus rien de caractdristique. 

Fig. 1. 4~ 
Spectre d‘absorption de l’invertase purifik (3950 
A/mg N et 240 A/mg S), determine au ((Beckman 
photoelectric quartz spectrophotometern. c = 0,037 
ing IS/cm3 correspondant it 0,25 mg prot. + 0,6 mg 
polysaccharide par cm3. Cuve: 1 crn d’epaisseur. 

4 2 ~  

1) Laureate du N Concours interuniversitaire du Gouvernement Belge pour des Bourses 

2, Ed. H .  Fischer & Lanre Kohtks, Helv. 34, 1123 (1951). 
3) Les unites d‘activite et le degre de purete de l’invertase utilises ici ont 8th definis 

de voyage)). 

dans la publication precedente. 



Volumen XXXIV, Fasciculus IV (1951) - No. 137. 1133 

L’e’ZectrophorBse du produit a B t B  effectuke a diffbrents pH. Entre 
4,7 et 8,7, les diagrammes indiquent la presence d’un composant 
principal representant plus de 80% de la totalit4 de la substance 
analysbe. A des pH infkrieurs a 4, par contre, la substance se s6pare 
en deux composants (fig. 2). 

1 2 3  
I I I  

1 + 1,73 
2 - 2,3 
3 - 5,75 

+‘ rising - iGzz++ 
Fig. 2. 

Diagramme 6lectrophorBtique (Philpot-Svenaaon) do l’invertase purifi6e (4100 A/mg N e t  
180 A/mg S). 

Tampon ac. lactique-lactate d”H4+NaCl pH 3,5, ,u = 0,l. 
Temp. 4,0° C, dur6e: 3600 sec. L 213 V, 15 mA. 

Le tableau I rapporte les mobilit6s et les pourcentages des trois 
composants (calcul6 pour le ((descending N). 

Tableau I. 

56,5 

I Composan t Mobilit6 Pourcentage 
(10-5 cm2 sec.-l volt-l) I 

En fin d’6lectrophorAse, nous avons aussi bien que possible &par6 les 2 composants 
qui s’6taient detaches e t  lea avons dos6s. Alors que la substance soumise L 1’6lectrophorhe 
avait un degr6 de puret6 de 4100 A/mg N et  de 180 A/mg S, le composant 2 Btait pass6 
L 515 A/mg S (donc enrichi de 3 fois par rapport aux hydrates de carbone) alors que le 
composant 3 6tait tomb6 L 22 A/mg S. Le composant 2, actif, est instable, e t  gard6 L Oo 
perd progressivement son activit6. 

Cette Blectrophorkse montre que la fraction active est accom- 
pagnde d’au moins 40% d’un polysaccharide inactif qui semble asso- 
ciB a l’enzyme a des pH supdrieurs a 4, mais s’en dBtache en dessous. 
Nous avons alors essay6 de 1’6liminer en effectuant des adsorptions 
aux env. du pH 3, en utilisant des Bchangeurs ioniques ou des ad- 
sorbants acides. 

Elimirmtion totate des hydrates de curbone. Toute une sBrie d’adsorp- 
tions sur la bentonite effectubes entre pH 2,6 et 2,9 ont montr6 qu’il 
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Btait effectivement possible d’adsorber l’enzyme purifik en laissant aprbs 
centrifugation une partie ou mi3me la totalit6 du polysaccharide en solu- 
tion. La suspension actiTre d’enzyme sur la bentonite est instable, elle 
se d6sactive rapidement ou parfois mi3me instantan6ment. Lorsqu’on la 
centrifuge, qu’on d6cante ensuite la liqueur contenant le polysaccharide 
et remet le culot en suspension dans un tampon de m6me pH, la 
d6sactivation est trks forte. Enfin, tout essai tendant Bluer l’enzyme 
entraine une perte totale et irr6versible de l’activit6. 

Le tableau I1 rapporte une experience type illustrant cette d6s- 
activation. 

Tableau 11. 
Solution d’invertase A 4150 A/mg PIT et  240 A/mg S. Conc. finale aprbs adsorption : 50 A/cm3. 

Les dosages sont effectuhs immhdiatement, B la fin de chaque opk-ation. 

1. Invertase adsorbee sur bentonite*). . . . . . . .  
Aprhs centrifugation, culot remis en suspension dans : 

. . . . . . . . . . . . . .  2. Liqueur surnageante 
3. Solution de glyc6rophosphate n. 

4. Glycerophosphate n. 
5 . E a u  

Elution dans : 
. . . . . . . . . . . . . .  

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

- 
Opera tion 1 pH 1 % de l’activit6 

initiale 

2,9 

239 
2,9 

6,O 
6,O 

95 

77 
31 

27 
0 

*) Un tube temoin, contcmant cette suspension d’invertase sur la bentonite, garde 
la m&ne activith tout au long de l’essai. 

Nous avons cherchti a stabiliser l’enzyme lors de l’adsorption ou 
de 1’8lution par une s6rie d’agents: sels, ac. aminds, hexoses, ac. glu- 
curonique, amidon, sorI)itol, glyc6rol ou glyckrophosphate, etc. Une 
certaine stabilisation temporaire peut &re obtenue avec du sorbitol 
ou du glyckrophosphate ou, plus faiblement, avec de l’alanine, mais 
sans que ces adjuvants puissent empi3cher une desactivation totale a 
la longue. 

Action enxymatique .) Deux communications prkliminaires rkcentes 
dhcrivent l’apparition, I ors de l’inversion du saccharose par l’inver- 
tase, de nouveaux saccharides dont les R, l) seraient infkrieurs ceux 
du glucose, du fructose ou du saccharose2). Un trisaccharide non r6- 
ducteur form6 d’un glucose et de deux fructoses a 6t6 isolk par 
Blanchard et ~011.~) qui attribuent cette synthkse soit a une action 
plus complese de l’invertase, soit a une impuret6 pr6sente dans leurs 
solutions d’enzyme. 

l )  On d6signe par R,, clans une chromatographie, le quotient de la distance de 

2, J .  8. D. Bacon & J .  Edelmann, Arch. Biochem. 28, 407 (1950). 
3, P. H .  Blanchard & N .  Albon, Arch. Biochem. 29, 220 (1950). 

migration d‘une substance A cdle du front du solvant. 



Oligosaccharide I . . . 
Oligosaccharide II . . . 

0,076 Saccharose . . . . . . 0,167 
0,094 Glucose . . . . . . . 0,227 
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Nous avons entikrement confirm6 ces observations avec notre 
pr6paration d’invertase purifi6e. Trois oligosaccharides non r6duc- 
teurs autres que le saccharose ont 6tB d6cel6s par chromatographie 
sur papier. Le tableau I11 rapporte les R, des diff6rents spots d6celes 
sur le chromatogramme. 

Tableau 111. 

Solvant : n-butanol-pyridine-eau 3: 1: 1,5. Temp. 25O C. 
Les oligosaccharides I, I1 et I11 ont bt6 blues et hydrolysbs et une chromatographie 

de l’hydrolysat a dbmontr6 qu’ils n’6taient constitubs que de glucose et de fructose. 

Ces observations nous font admettre que l’invertase (qui eat une 
,L?-h-fructosidase) agit intermddiairement comme une transglucosidase 
et que la reaction enzymatique se deroule probablement comme suit : 

1. Saccharose+ enzyme - fructose-enzyme+ glucose. 
2 a. Fractose-enzyme + saccharose 
2b. Fructose-enzyme+ H,O 

trisaccharide + enzyme. 
-+ fructose+ enzyme. 

Nature du pol ylsaccharide accompagnant l’invertase. Le polysaccha- 
ride a 6tB separ6 de l’enzyme aprks traitement a la bentonite. I1 a 
ensuite dtB purifie par plusieurs traitements selon Sevag, longuement 
dialyse et s6che par sublimation de la solution congel6e. I1 a aussi 
Btb pr6par6 directement a partir d’une solution d’enzyme, aprks Bbulli- 
tion, seloa Sevag. 

La poudre blanche qu’on obtient est trds peu soluble dans l’eau, dans les acides 
et dans les bases. Sa solubilitb n’est pas influencbe par la prbsence de sels. Elle est 
extrdmement rbsistante B la dbsagrbgation par voie sbche, ce qui ne nous a pas permis 
d’en donner l’analyse centbsimale. Elle contient moins de 0,274 d‘azote (Kjeldahl) et 
de O , l %  P. 

Sa rotation optique [a]: = + 73O (conc. 0,2%, tube de 50 cm), indique des liaisons a 
dans le polysaccharide. 

Hydrol yse .- le polysaccharide est trks difficilement hydrolysable. 
Moins de 3 % de sucres rbducteurs sont lib6rbs par hydrolyse de 45 min. 
a looo  dans ClHn. Pour l’hydrolyser totalement, il faut le traiter au 
minimum pendant 6 h. a reflux dans ClH 3-n. 

Les chromatographies sur papier du produit hydrolys6 ont montr6 
qu’il 6tait exclusivement constitue de mannose. Le polysaccharide 
est done un polymannane comme on en trouve habituellement dans 
la levure. Une seeonde chromatographie effectu6e sur un hydrolysat 
de l’enzyme purifi6, avant la separation du polysaccharide, a con- 
firm6 que le seul monose present est bien le mannose. 



- 
- CH,OH 

1 ‘ / a  
I H ,& O\ I>o H+O’ 

O H H  H - n 
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Le degre’ de polymdrisation du polymannane a dtd d6termind par 
reductomdtriel), en adrriettant la presence d’un groupe alddhydique 
libre par moldcule. Un degr6 de polymdrisation moyen de 48 a 6th 
trouv6, correspondant a un poids mol6culaire chimique de 7770. 

L’ozydation par Z’ac. periodiqzle du polymannane a montr6 qu’il 
consomme 7,5 & 1 molt: de periodate par mol6cule. L’oxydation du 
groupe terminal et du groupe rdducteur exigeant d6ja 5 moles de pe- 
riodate, il resulte que lc: polysaccharide n’est pas attaqud le long de 
la chaine. Une chroma1,ographie des produits d’hydrolyse du poly- 
saccharide oxyd6 permet effectivement de retrouver la presque tota- 
lit6 du mannose initial. Ceci n’est possible que si les restes de mannose 
sont rattachbs exclusivement par des liaisons 1’3. En cons6quence, le 
polymannane doit donc avoir la structure suivante : 

Discussion. 
I1 ne fait pas de doiite que dans les extraits de levure, l’invertase 

est lide a un polysacchmide. Celui-ci n’intervient pas dans l’activit6 
enzymatique elle-m$me mais joue un r61e primordial dans la stabilit6 
de l’enzyme. Lors de la purification de l’invertase, les solutions sont 
d’une stabilit6 remarquable tant qu’on ne diminue pas la quantit6 de 
polysaccharide au-dessous d’un certain seuil. 

Pour nos solutions purifi6es de 4000 A/mgN, ce seuil s’6tablit 
entre 200 et 250 A/mg sucre (correspondant a 70 % de polysaecharide), 
c’est-&-dire que si l’on dhpasse cette valeur en diminant les hydrates 
de carbone, la solution devient instable et perd progressivement son 
activitd jusqu’a ce que le degrd de puret6 de l’enzyme reprenne sa 
valeur primitive vers 200 A/mg S. Cette ddsactivation due une 
dimination trop pouss6e des polysaccharides explique le fait, souvent 
constat6, que plusieurs adsorptions suecessives entrafnent toujours 
une certaine destruction de l’enzyme. 

Nous ne savons pas pourquoi l’invertase pure est tellement ins- 
table ni comment le polysaccharide arrive a la stabiliser. Le fait que 
celui-ci soit un polymannane comme on en trouve en grande quantitd 
dans la levure, et que ]’on puisse en &miner plus de 95% sans que 
cela affecte en quoi qule ce soit l’activit6 et la stabilitb de l’enzyme 
nous fait douter de sa spdcificitd dans cette fonction. 

K.  H .  Meyer, P .  Bernield, P .  aur&r& G. Noelting, Helv. 3 I, 108 (1948) ; 8. Lansky, 
M .  Kooi & T .  J .  Schoch, Am. S O C .  71,4066 (1949); K.  H .  Meyer, J .  Fellig& Ed. H .  Fischer, 
Helv. 34, 939 (1951). 
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L’enzyme a certes une grande affinite pour ce polymannane, mais 
il est possible qu’il puisse Bgalement former des combinaisons stables 
avec d’autres substances. Cela expliquerait les rbsultats de H u d s o n l )  
(que nous n’avons d’ailleurs pas pu confirmer avec notre levure) qui 
affirme avoir obtenu un enzyme pratiquement exempt de polysaccha- 
ride. Comme H u d s o n  procbde d’emblke, sur un jus brut dialysB, B, l’hli- 
mination des hydrates de carbone, on pourrait admettre qu’il rem- 
place le poly saccharide par un autre stabilisateur, vraisemblablement 
de nature protdique. 

En conclusion, nous ne croyons pas qu’il faille considdrer l’inver- 
tase de levure comme un compost! polysaccharide-prott!ine2), mais 
bien comme une prothine hautement instable a l’htat pur, mais qui 
peut &re stabilisde en &ant combin4e A d’autres substances, princi- 
palement a un polymannane pour lequel elle a une trbs grande affinitt!. 

Part ie  e xp Qrimen t a1 e. 
Mise en kvidence des produits de rhaction de l’invertuse. On fait r6agir B 200 une solu- 

tion d’invertase B 4000 A/mg N et 240 A/mg S sur une solution de saccharose B 10 ou 
20%. On pr6leve de dix en dix minutes pendant 1 h. des Bchantillons qu’on porte Q Bbul- 
lition pour stopper la r6action. Les solutions obtenues sont chromatographihes sur papier 
Whatman No 1, selon la methode descendante3) avec deux solvants B phases entierement 
miscibles : alc. iso-amylique-pyridine-eau 5:4: 1 et  n-butanol-pyridine-eau 3 : 1 : 1,54), 
ainsi qu’avec un solvant B deux phases6) : ac6tate d’6thyle-pyridine-eau 2: 1 : 2. 

Les sucres r6ducteurs ont kt6 r6v616s par le reactif au phtalate d‘anilinee); les oligo- 
saccharides non r6ducteurs par le reactif suivant : ac. trichlorac6tique 10 g, benzidine 
pure 0,5 g, n-butanol satur6 d’eau 100 om3. Le reactif est vaporis6 sur le papier e t  ce 
dernier chauff6 pendant 15 min. B 1’6tuve B 105O. 

Comme indiqub’), la conc. maximum en oligosaccharide s’obtient lorsque 60% du 
saccharose ont 6th hydrolys6s. 

Les oligosaccharides isol6s par chromatographie ont 6t6 61~6s par de l’eau, hydro- 
lys6s 1 h. au bain-marie par CIH 0,5-n., puis rechromatographi6s aprBs concentration de 
l’hydrolysat sous pression r6duite. 

Dktermination de la nature du polysaccharide de l’invertase. Le polysaccharide est 
hydrolya6 pendant 8 h. par ClH 3 4 .  au bain-marie dans une atmosphere d‘hydrogene. La 
solution est &vapor& B sec L pression r6duite et le ritsidu repris par 0,2 cm3 d‘eau. L’in- 
vertase purifike est hydrolys6e pendant 36 h. par C1H 3-n. dans une ampoule scellbe, au 
bain-marie. L’hydrolysat est trait6 comme ci-dessus. Les chromatographies sur papier 
sont effectu6es comme indiqu6. 

Dktermination du poi& molhculaire du plysaccharide. A 2 cm3 d’une solution neutre 
contenant respectivement 20, 50 et 100 mg de polysaccharide, on ajoute 2 cm3 du reactif B 
l’acide dinitro-3,5-salicylique d6crit dans la publication prbcbdente. La solution est m6lang6e 
et  les tubes sont port& au bain-marie B65O pendant 60 min. On centrifuge si nbcessaire, puis 
d6termine I’extinction au photomhtre de Klett, filtre vert No 54. L’extinction obtenue est 
rapportbe B une courbe-6talon 6tablie avec du mannose trait6 dans les m6mes conditions. 

1) M. Adams& C. S. Hudson, Am. SOC. 65, 1359 (1943). 
2)  J. B. Sumner & D. J. O’Kane, Enzymologia 12, 251 (1948). 
3) 8. M .  Partridge, Riochem. J. 42, 238 (1948). 
4, A.  Jeanes, C. 8. Wise & R. J. DimZer, Ann. Chem. 23, 415 (1951). 
s, M. A .  Jermyn & F .  A .  Isherwood, Biochem. J. 44, 402 (1949). 
6 )  S. M .  Partridge, Nature 164, 443 (1949). 
7)  P. H .  Blanchard & N .  Albon, Arch. Biochem. 29, 220 (1950). 
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Oxydation par l’ac. pericdiquel). A 200 mg du polymannane suspendu dans 10 cm3 
d’eau, on ajoute 10 cm3 d’une solution de metaperiodate de sodium 0,25-m. dans un 
tampon acetique 0,05-m., de pH 4 3 .  Le melange est conserve L I’obscuritd L Oo. La con- 
sotnmation de periodate est cleterminee toutes les 24 h. sur des prises de 0,2 em3, ceci 
pendant 10 jours. Quand l’oxydation est terminhe, l’exc6s de periodate est detruit par 
1’6thyl6ne-glycol et la solution additionnee de 2 fois son volume d’acetone. Le precipiti: 
obtenu est suspendu dam 3 cm3 d’eau et dialyse 12 h. contre de I’eau distillbe, pour 
&miner I’iodate. Aprhs dialyiie, on ajoute CIH Zt la suspension jusqu’8 une normalit6 de 
3, et la porte 3 h. L reflux au bain-marie dans un courant d’hydroghne. La solution est 
Bvaporee L sec sous pression reduite, le rbsidu repris dans 0,2 cm3 d’eau et analyse par 
chromatographie sur papier. 

Nous exprimons notre rixonnaissance L Monsieur le Professeur Kurt H .  Meyer pour 
ses conseils et  l’interbt qu’il a temoigne Zt ce travail. 

L’un de nous (L. K.) reinercie vivement le uComitk du Concours interuniversitaire d u  
Gauvernement Belge pour des Bourses de voyage11 de l’appui gbnereux qu’il lui a donne. 

RESUMfi. 
Les propriet6s d’une invertase purifiee sont ddcrites. 
lo L’enzyme est stable entre pH 4 et 6,5,  et son spectre d’ab- 

sorption presente un seul maximum, B 265 mp. 
2O L’electrophorbse effectuBe h, plusieurs pH indique la presence 

d’un seul composant au-dessus de 4 .  A pH 3,5 celui-ci se s6pare en 
deux composants dont l’un est form6 d’un polysaccharide inactif et 
I’autre, d’enzyme + pcdysaccharide. 

3O Par adsorption sur la bentonite 8, pH 2,9, on peut Bliminer la 
totalite des hydrates de carbone, mais ceci entraine la desactivation 
plus ou moins rapide de l’enzyme. Cette desactivation n’a pu &re 
4vitBe pa8r differents adjuvants. 

4O La formation, lors de l’inversion du saccharose par l’enzyme 
purifie, de 3 oligosacchrwides non rdducteurs a BtB confirmde. On doit 
donc admettre que l’irwertase agit Bgalement comme une transglu- 
cosidase. 

5O Le polysacchar do accompagnant l’enzyme a B t B  isolB; il est 
peu soluble et difficileinent hydrolysable. Des chromatographies sur 
papier ont montr6 la presence exclusive de mannose. Ce polymannane 
a un degr6 de polymerisation moyen de 48, correspondant a un poids 
mol6culaire chimique de 7770. 

6O L’oxydation B l’ac. periodique du polysaccharide et la rotation 
optique indiquent que ,es restes de mannose sont lies en a-1’3. 

7 O  Les rapports entre le polysaccharide et l’enzyme ont Ate exa- 
minds. On en a conch clue l’invertase de levure n’est pas un compose 
prot6ine-polysaccharidt:, mais bien une proteine labile stabilisbe par 
la presence d’un polym annane. 

Laboratoires de Chimie Organique 
et Inorganique de I’Universit6, Genbve. 

1) K. H .  Meyer & P.  Rathgeb, HeIv. 32, 1102 (1949); G. C. Gibbons & R. A .  Bois- 
sonms,  Helv. 33, 1477 (1950). 




