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Un certain nombre de combinaisons insolubles trypsine/swport macrolnoleCUlair8 sent ac- 

tuellanent connues [I B 5). Le swport macromolkulaire posskde de5 gmwanents fonctionnels 

tels qua 18s gmrpsnmts diazoIques (1, 2) ou anhydrides d'acida (3 h 5), qui r6agissent sur 

les fonctions -NH2 libres de l'enzyme pour dormer des ccmbinaisons insoluble5 trypsina/wport 

dont 1'activitB enzymatique varie de 0 8. 7C % ds cell8 de la trypsine d'origine. 

Afin de preparer d'autres types de trypsine insoluble, nous avons synth&ise de nouveaux 

polymeres hydrcphiles conpmnant la gmLpenent iodur8 d’alcoyle suscrptible de r&gir avec les 

gmupanents -NH2 librE5 de la trypsine Pour dormer un derive insoluble du type 

Polym&re-CH2-NH-Enzyme, analogue 8. ceux que nous avons deja pr@ar& avBc l'ur&ase (6). 

Le polym&hacrylate de iodo-4 _Wutyle utilise a 4th dkrit r&cemwnt (6) at nous avons 

synthetise de la mEme maniere divers copolymeras statistiques de methacrylate de iodo-4 n_bu- 

tyle et de methacrylate de m6thyle. On agite pendant 24 h B Z" une suspension de 1 g de poly- 

m&e bmy& at de SC mg de trypsine lyophilisee dans una solution tenpon phosphat8 (pH I 7,2). 

On rkupere le d&iv8 insoluble ainsi obtenu par filtration et on le lave B l'eau distillhe. 

L'activitB trypsique des d&iv& a 6th mesurde B pH I 7,8 par titMg8 B la Mud8 de l'aci- 

de lib&e par hydmlyse mzymatique du chlorhydrate de N-benzoyl L-arginine methyl ester (4,S) 

Une courbe dormant la masse de substret hydmlyse en fonction de la masse de trypsine a permis 

de calculer la masse m, (mg) d8 tryp5iIIe bquival8ntE au d&-iv8 iWOlUbl8. &Jr&s avoid v&if18 

qu'un sejour de 24 h 8. Z0 8n solution tanpon (pH I 7,2) ne desactivait pas la trypsine origi- 

nelle, nou5 avons calculd la masse m3 d'enzynre fix6e sur le polymer8 par la diff&ence m3 I 

(50 - m,), 05 m2 (mg) FP 4 r r sent8 la masse de tryp5ine pr&ente dans 18s filtrats epr&S r&w6- 

ration du d&iv6 irNlubl8 polym8rstrypsine. L’activit6 relative r d8 c8 d&iv8 par rapport 

B la trypsins originelle ast don&e par le rapport r - 100 m,/(6C - m2). 

LeS r&ultatS obtenus sont nXisanbl& 

dans le tableau ci-contre (dans la pranike 

colonne 18 symbole l/x signifie que 18 po- 

lymere consid&B a btB p&are h partir de 

x g. de methacrylete de methyle par g. de 

methacrylate de iodo-4 n_butyle)( 7). 

Dans la cas des deux demiers poly- 

meres, un dosage de la trypsine rastent en 

“1 (El1 

II,2 14 

9,’ 16 

8,4 20 

8 21 

7,2 24 

Trypsina 
ran fix&8 

m2 (mg) 

solution a Bt4 realis par mesure de l'absorption UV B 260 rm (3) et a foumi des r&ultats 

pmches de ceux &oncBs ci+zlessus. 
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Afin de determiner la qua&it6 appmximative de trypsine fix& sur le support par simple 

physisorption (10, II), nous awns utilise un polymer-e analogue B crux d&wits ci-dessus mais 

depourvu de gmupmnents fonctionnels reactifs, le polym&hacrylate da n_butyle (12). Nous ava-6 

prepare ce polymere de la m&ne fagon qua ses analoguss iodbs, afin d'avoir un pmduit de tacti- 

cite et de degre de polym&isation comparables. Ce polym&re a &B trait6 par la trypsine an 

utilisant las quantit& et les conditions habituelles, puis lave plusiarrs fois B l'eau distil- 

l&e. Nous avons alors constate que 10 $ de la trypsina initiale rastaient adsorb& sur le po- 

lym&re et qua ni l'enzyme physisorbee, ni l'enzyme pr&ente dans les filtrats n'avaient &B 

dtiatur4es de fagon sensible au cows de l'op&ation. Ce demier resultat justifie "OS cal- 

culs pr&&dents de la masse m3 (mg) d 'enzyme fixee par la difference m3 = (50 - m 
2) 

mg. 

&I conclusion, la fixation sur des polymtithacrylates de iodod pbutyle de la trypsine 

par se5 gmlpmnants basiques r&&ifs peut Mtre effect&e cormne pour l'ur&ase (6) et foumit 

des d&iv& insolubles dans l'eau. Oans le cas de l'u,r!rBase, nous avions constate que les com- 

binaisons polym&re/enzyme obtenues gtaient partiellement ColloIdales du fait que la masse mo- 

leculaire de l*ur&ase (M I 480 000) (13) Btait tres slperieure $. celle du polym&re (E =lmOO) 

(6), et ces combinaisons avaient dCl E)tre insolubilisees par rdticulation au moyen d*Bthyl&ne- 

diamine. Oans le cas pr&ant, 05 la trypsine a une masse moleculaire (M = 25 000) (14, 15) net- 

tmnent plus faible, les d&iv& obtenus sont tri% insolubles et leur r&iculation s'est done 

averhe inutile. La quantit6 de trypsine fixee parart d@ndre assez pau du nombre de group+ 

mants iodure d'alcoyle pr&ents dans les diff6rents copolym&res statistiques utilises, ce qui 

est int&assant sur le plan bconomique. En conparant les rdsultats prdsents & CBJX obtenus avg: 

l'ur&se, nous constatons que le taux de fixation de la trypsine sur les polymer-es est nette- 

ment plus dlevd que pour l'ur6ase. Par contre, apres fixation, l'ur6ase s'av&re mains d&acti- 

v8e qua la trypsine dans les m&es conditions. 
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