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Un certain no&re de combinaisons chlmiques solides ur6ase/support, obtenues par liaison 

covalente entre l'enzyme et une macromol6cule hydrophile, sont actuellement connues (1 a 3). 

Nous avons d'ailleurs d&it recemnent l'emploi de polym6thacrylates d'w-iodon-alcoyle (Polio- 

dals) dans la preparation de d&iv& insolubles de l'urilase, 

sine (4,5). 

de la trypsine et de la ctwmotryp. 

Afin de prGp=rer d'autres types d'enzymes insolubilis&es, nous avons syntMtis6 de nou- 

veaux supports macromol6culaires hydrophiles, les VANACRYLS, qui cowortent des groupenk!nts 

aldehydes susceptibles de r6agir en milieu aqueux sur les groupements amines libres des en- 

zymes pour dower des derives insolubles enzyme-polym&e selon la r6action probable : 

Pol-CHO + t$N-Enz@ Pol- 

(soluble) 
F 
H-HNEnz----) Pol-CH = N-Enz 

OH (insoluble) 

En traitant le chlorure de m&hacrylyle (6) par la vanilline connwciale en presence de 

triethylamine clans le benzene ou l'ether, on obtient le monomere f qui presente l'avantage 

d'8tre un solide blanc, F = 56 - 58 ', recristallisable dans 1'6ther de p&role (Rdt 70%). 

c"3 
I 

CHO - CH2 = C-CO-O 

0- 

0 CHO 1 = 

CHSO 

CH80 

CHO 

Vanacryl 

1 

i moles 

t CH2 = CH-CH20H PolymBrisation > Covanacryl-p 

1 mole 

L'ester fa et6 soit polymkis6 seul, soit copolya@ris& avec l'alcool allylique (7,8) au 

moyen d'AIBN dans le chlorofornm au reflux pendant 24 h. Nous awns ainsi obtenu des solides 
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blancs, l'homopolymere, appell Vanacryl (Rdt : 90%) et les copolym&res (ou covanacryb-p, le 

chiffre p indiquant le nombre de moles de monomere i utilisees par mole d'alcool allylique 

dans la copolymbrisation), ces copolym&es etant obtenus avec des rendements de 40 a 70 %. 

Les masses moleculaires moyennes G observees varient de 24 500 a 54 000 et sont une fonc- 

tion croissante de p. 

Le monomere & et les differents polymeres qui precedent ant donne les analyses et 

les spectres IR et RMN attendus. 

Fixation de l'urease. 

On agite pendant 24 hew-es a 4" une suspension de 100 mg de polymere et 10 mg d'urease 

(de SIGMA) dans 5 cm3 d'une solution tampon phosphate 0,2 M a pH 7,5. Les derives insolubles 

obtenus sont filtres puis laves plusieurs fois sur verre fritte avec une solution de NaCl,M 

puis avec de l'eau jusqu'a ce que le dernier filtrat ne presente plus d'activite enzymatique. 

Les derives sont ensuite conserves a 4' en suspension dans l'eau distillee. 

Pour mesurer l'activite des combinaisons urease/support, on agite pendant 5 minutes 

une suspension de 10 mg de derive dans une solution tamponnee d'uree (pH 7,5). Le (NH4)2C03 

form@ au tours de la reaction est dose au moyen du reactif de NESSLER (5). Une droite d'eta- 

lonnage de l'activite enzymatique en fonction de la masse d'enzyme utilisee a et6 tracee 

pour l'urease initiale et a permis de calculer la masse ml d'urease pure ayant la meme acti- 

vite que le derive insoluble. La masse m2 d'urease non fixee sur le polymere et presente dans 

les filtrats a et.6 determinee dans les m6mes conditions que l'urease initiale, en admettant 

que l'urease des filtrats avait conserve son activite originelle. La masse m3 d'urease fixee 

sur le polym+re est don&par la difference m3 = (lo-m2) mg. L'activite relative r du derive 

insoluble par rapport a l'urease de depart est donnee par le rapport r = ml/ (lo-m2).Le taux 

de fixation est defini consne &ant le rapport de la masse d'enzyme fixee sur le polynWe a la 

masse d'enzyme utilisee dans la reaction de fixation. Ce taux de fixation est done le rapport 

YiT x 100. 

Par physisorption de l'urease sur un polymethacrylate de gaiacol (depourvu par consequent 

de groupements fonctionnels reactifs), nous avons constate que moins de 10 % de l'urease 

mise en jeu restait adsorbee et surtout que nous retrouvions 

rease utilisee, ce qui justifie aposteriori l'hypothese que 

precedent de m2. 

au total toute l'activite de l'u- 

nous avions faite pour le calcul 

Les rikultats obtenus sont rassembles dans le tableau ci-dessous : 
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I Preparation des derives Caracteristiques des derives 
I 

! tamps et : 

I (3 

I 

I 2, 

I 
PolymGre i temperature i i 

+3 ; activitel itaux de 

, de reaction , I 
I imsj : reptive jfix;tion 
I I I ( 1 

I 
Vanacryl i 

: I I I I 
24 h 2.5 : 433 ; 5,7 I 44 
(4") 

I I I I I 
i 57 

I I I I 
I I 

Vanacryl i 
I I I I 

48 h I 2,5 : 4,3 I 5,7 I 44 
I (4") I I I 

i 57 
I I I I I 

I I I I I I 
I 

Vanacryl , I 48 h 
i 

1,4 i 5,5 
I Qo? I 

; 4,5 i 31 
: 

; 45 
1 I I I 

: 24 h : I I I 
I 

Covanacryl-5 ; : 38 
I I I I 

I (4") I 3 I 23 I 7,2 I 53 
I I I i 72 

: I I I I I 
Covanacryl-3 ; 24 h 

I I I (4") I 3s4 , 
i 3,8 i 6,2 : 55 

I I 
i 62 
I 

I I I I I 
Covanacryl-2 i 24 h 

(4") 
’ 32 I 

I I , t : 58 
I 

i 4,2 i 5,8 j 55 
I I I 

I I I I 
Covanacryl-1 ; 24 h I 

i 3 
: I I I 

I (4") I I 495 f5,5 I 54,5 
I I i 55 

I I , I I 1 

Par consequent, la fixation sur un polyaldehyde de l'urease par ses groupermants ami- 

nes libres peut 6tre effectuee de fagon acceptable,avec un temps optimum de reaction de 24 h 

a 4O. La presence de groupements hydroxyles dans les copolym&-es augmente le taux de fixation 

et I'activite residuelle de l'enzyme fixee. Avec les copolydres, le taux de fixation croit 

dans le m&e sens que le notire de groupements - CHO presents. 

Le diagram no1 ci-contre montre que 

l'activite des derives diminue asset rapidement 80 

au tours du temps (ces derives &ant maintenus 
60 

en suspension dans l'eau). Cette diminution d'ac- 

tivite n'a pu 6tre expliquee de facon satisfai- 40 

Sante. 

i i ii 5 6’ 
diagramme no1 

temps 
(semaines) 



Dans une colonne thermostat&e a 30 ' contenant 

100 mg d'une combinaison vanacryJ/urease m&langee a de 1 
A.E.R. (X) 
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la celite, nous avons fait percoJer,en continu, une so- 1OD 

Jution tanponnee (pH 7,5) d'utie, et nous avons consta- 

t6 que J'activite du derive diminuait au tours du temps 80 

de facon plus rapide que dans Je cas prec6dent. Ainsi, 60, 

au bout de 7 jours, la colonne ne presentait plus que 

5 % de son activite enzymatique initiale (diagratmm 2). 

Cette diminution d'activite n'est pas due a une perte 
20, 

d'enzyme car nous n'avons jamais pu deceler de traces 

d'utiase dans les Bluats. 0' i - u 
12 3 

i ; i . + 
4 5 67 

diagransne no 2 
tenps 
(jours) 

Enfin, nous avons trace la courbe de J'activite d'un 

I 

Activite 

derive urease/covanacryl-2 en fonction du pH. L'activi- _-_-_-derive 

te maximale est observee & pH 7, de m&m que pour l'ure- loo 

ase pure (9). (diagramne n"3). 80 

enzyme 

(1) 
(2) 

(3) 

(4) 

(5) 

(6) 

(7) 

(8) 
(9) 

t 

60 

40 

libre 

0-H 
diagramnm no 3 
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