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Un certain nombre de combinaisons insolubles trypsine/support macromoléculaire sont ac-
tuellement connues [1 & 5). Le support macromoléculaire posséde des groupements fonctionnels
tels gue les growements diazolgques (1, 2) ou anhydrides d'acide (3 a 5), qui réagissent sur
laes fonctians -NH2 libres de 1'enzyme pour donner des combinaisons insclubles trypsine/support
dont l'activité enzymatique varie de 0 & 70 % de celle de la trypsine d'origine.

Afin de préparer d'autres types de trypsine insoluble, nous avons synthétisé de nouveaux
polyméres hydrophiles comprenant le groupement iodure d'alcoyle susceptible de réagir avec les
groupements —NH2 libres de le trypsine pour donner un dérivé inscluble du type
Polymére—CHz—NH—EnZyms, analogue & ceux que nous avons déjd préparés avec l'uréase (6).

Le palyméthacrylate de iodo-4 n-butyle utilisé a &té décrit récemment (6) et nous avons
synthétisé de la mbme manisdre divers copolyméres statistigques de méthacrylate de iodo-4 n-bu—
tyle et de méthacrylate de méthyle. On agite pendant 24 h & 2° une suspension de 1 g de poly-
mére broyé et de 50 mg de trypsine lyophilisée dans une solution tempon phosphate (pH = 7,2).
On récupére le dérivé inscluble ainsi obtenu par filtration et on le lave & l'eau distillée.

L'activité trypsigue des dérivés a été mesurée a pH = 7,8 par titrage a la soude de l'aci-
de libéré par hydrolyse enzymatique du chlorhydrate de N-benzoyl L-arginine méthyl ester (4, 8}
Une courbe donnant la masse de substrat hydrolysé en fonction de la masse de trypsine a permis
de calculer la masse m, (mg) de trypsine équivalente au dérivé insoluble. Aprés avoir vérifis
gu'un séjour de 24 h & 2° en solution tempon (pH = 7,2) ne désactivait pas la trypsine origi-

nelle, nous avons calculé la masse my d'enzyme fixée sur le polymére par la différence my
(50 ~ '"2)' ol my (mg) représente la masse de trypsine présente dans les filtrats eprés récupé-
ration du dérivé insoluble polymére-trypsine. L'aectivité relative r de ce dérivé par repport

a4 la trypsine originelle est donnée par le repport r = 100 m1/(50 - "'2)'

Les résultats abtenus sant ressemblés Polymére { m, (mg) | Trypsine| Trypsine |Activité

dans le tableau ci-contre (dens la premiére utilisé non fixée fixée |relative
~ 1 nz (ng) |my (ng) | r (%)

colonne le symbole 1/x signifie que le po-

1ymére considéré a été préparé a partir de 1/0 1.2 14 36 A
x g. de méthacrylate de méthyle par g, de A 91 16 34 6
méthacrylate de iodo-4 n-butyle) (7). /2 8.4 S 30 »
Dans le cas des deux derniers poly=— /3 8 21 2 27

1/5 7,2 24 26 27

méres, un dosage de l& trypsine restant en

solution a &té réalisé par mesure de 1'absorption UV & 280 nm (9) et a fourni des résultats

proches de ceux énoncés ci-dessus.
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Afin de déterminer la quantité epproximative de trypsine fixée sur le support per simple
physisorption (10, 11), nous awons utilisé un polymére apalogue & ceux décrits ci-dessus mais
dépourvu de groupements fonctionnels réactifs, le polyméthacrylate de n-butyle (12). Nous avans
préparé ce polymére de la m8me fagon que ses analogues iodés, afin d'awvoir un produit de tacti-
cité et de degré de polymérisation comparables. Ce polymére a &té traité par la trypsine en
utilisant les quantités et les conditions habituelles, puis lavé plusieurs fois & 1'eau distil-
lée, Nous awvons alors constaté que 10 % de la trypsine initiale restaient adsorbés sur le po-
lymére st que ni 1'enzyme physisorbée, ni 1l'enzyme présente dans les filtrats n'avaient été
dénaturées de fagon sensible au cours de 1l'opération. Ce dernier résultat justifie nos cal-
culs précédents de la masse my (mg) d'enzyme fixée par la différence my = (50 - m2) mg.

En conclusion, le fixation sur des polyméthacrylates de iodo-4 n-butyle de la trypsine
par ses groupaments basiques réaectifs peut &tre effectuée comme pour 1l'uréase (6) et fournit
des dérivés insolubles dans l'eau. Dans le cas de l'uréaese, nous avions constaté que les com-—
binaisons polymére/enzyme obtenues étaient partiellement colloldeles du fait que la masse mo—
léculaire de l'urdase (M = 480 000) (13) 6tmit trés supérieure & celle du polymere (Mn =100000)
(6), et ces combinaisons avaient d0 Btre insolubilisées par réticulation au moyen d'é&thyléne-
diemine, Daris le cas présent, ol 1a trypsine & une masse moléculaire (M = 25 000) (14, 15) net-
tement plus faible, les dérivés obtenus sont trés insolubles et leur réticulation s'est donc
avérée inutile, La quantité de trypsine fixde parait dépendre assez peu du nombre de groupe—
ments iodure d'alcoyle présents dans les différents copolyméres statistiques utilisés, ce qui
est intéressant sur le plan économigue. En comparant les résultats présents a8 ceux obtenus avec
1l'uréase, nous constatons que le taux de fixation de la trypsine sur les polyméres est nette-
ment plus 8levé que pour l'uréase. Par contre, aprés fixation, l'uréase s'avére moins désacti-
vée que la trypsine dans les m@mes conditions.
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