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Un certain nombre de combinaisons chimiques solides uréase/support, obtenues par liaison
covalente entre 1'enzyme et une macromolécule hydrophile, sont actuellement connues (1 & 3).
Nous avons d'ailleurs décrit récemment 1'emploi de polyméthacrylates d'w-iodo_n-alcoyle (Polio-
dals) dans la préparation de dérivés insolubles de 1'uréase, de la trypsine et de la chymoiryp.

sine (4,5).

Afin de prépsrer d'autres types d'enzymes insolubilisées, nous avons synthétisé de nou-
veaux supports macromoléculaires hydrophiles, les VANACRYLS, qui comportent des groupements
aldeéhydes susceptibles de réagir en milieu aqueux sur les groupements aminés libres des en-
zymes pour donner des dérivés insolubles enzyme-polymére selon la réaction probable :

Pol-CHO + HzN-Enzx Pol-fH-HNEnz—-——) Pol-CH = N-Enz
(soluble) OH (insoluble)

Synthése des Po]ymares .

En traitant le chlorure de méthacrylyle (6) par la vanilline commerciale en présence de
triéthylamine dans le benzéne ou 1'&ther, on obtient le monomére 1 qui présente 1'avantage
d'étre un solide blanc, F = 56 - 58 °, recristallisable dans 1'éther de pétrole (Rdt 70%).

CH3 CH

3
| |
(:H2 = C~COC1 + HO CHO — CH2 = C-CD-O@ CHO 1
CH30 CH30

i

1 polymérisation -4{-CH2-(|2);- Vanacryl
co-o@cno .

CH30
1 + cH2 = CH-CHZOH Polymérisation Covanacryl-p

p moles 1 mole

L'ester l_a &té soit polymérisé seul, soit copolymérisé avec 1'alcool allylique (7,8) au
moyen d'AIBN dans le chloroforme au reflux pendant 24 h. Nous avons ainsi obtenu des solides
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blancs, 1'homopolymére, appelé Vanacryl (Rdt : 90%) et les copolym@res (ou covanacryls-p, le
chiffre p indiquant le nombre de moles de monomére 1 utilisées par mole d'alcool allylique
dans 1a copolymérisation), ces copolyméres &tant obtenus avec des rendements de 40 a 70 %.
Les masses moléculaires moyennes Mn observées varient de 24 500 3 54 000 et sont une fonc-
tion croissante de p.

Le monomére 1 et les différents polyméres qui précédent ont donné les analyses et
les spectres IR et RMN attendus.

Fixation de 1'uréase.

On agite pendant 24 heures 3 4° une suspension de 100 mg de polymére et 10 mg d'uréase
(de SIGMA) dans 5 cm3 d'une solution tampon phosphate 0,2 M & pH 7,5. Les dérivés insolubles
obtenus sont filtrés puis lavés plusieurs fois sur verre fritté avec une solution de NaCl M
puis avec de 1'eau jusqu'a ce que le dernier filtrat ne présente plus d'activité enzymatique.
Les dérivés sont ensuite conservés a 4° en suspension dans 1'eau distillée.

Pour mesurer 1'activité des combinaisons uréase/support, on agite pendant 5 minutes
une suspension de 10 mg de dérivé dans une solution tamponnée d'urée (pH 7,5). Le (NH4)2003
formé au cours de la réaction est dosé au moyen du réactif de NESSLER (5). Une droite d'éta-
lonnage de 1'activité enzymatique en fonction de la masse d'enzyme utilisée a &té tracée
pour 1'uréase initiale et a permis de calculer la masse my d'uréase pure ayant la méme acti-
vité que le dérivé insoluble. La masse m, d'uréase non fixée sur le polymére et présente dans
les filtrats a &té déterminée dans les mémes conditions que 1'uréase initiale, en admettant
que 1'uréase des filtrats avait conservé son activité originelle. La masse ms d'uréase fixée
sur le polymére est donnéepar la différence my = (10-m2) mg. L'activité relative r du dérivé
insoluble par rapport a 1'uréase de départ est donnée par le rapport r = ml/ (10-m2).Le taux
de fixation est défini comme &tant le rapport de la masse d'enzyme fixée sur le polymére & la
masse d'enzyme utilisée dans la réaction de fixation. Ce taux de fixation est donc le rapport

—"?Ux 100.

Par physisorption de 1'uréase sur un polyméthacrylate de gaTacol (dé&pourvu par conséquent
de groupements fonctionnels réactifs), nous avons constaté que moins de 10 % de 1'uréase
mise en jeu restait adsorbée et surtout que nous retrouvions au total toute 1'activité de 1'u-
réase utilisée, ce qui justifie a posteriori 1'hypothése que nous avions faite pour le calcul
précédent de m, .

Les résultats obtenus sont rassemblés dans le tableau ci-dessous :
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Préparation des dérivés ! Caractéristiques des dérivés
]
; temps et E my E m, E E ac%ivité' Etaux de
Polymére : température ! ! ! ! relative |fixation
! de réaction | (M) 1 (mg) 1 (mg) ) HI))
! : ' : | '
Vanacryl b 24 h boo2,5 0 43 157 1 44 ! 57
H (4°) H i H 1 H
' ; i i i H
Vanacryl ! 48 h ! 2,5 to4,3 15,7 V44 1 57
H (4°) 1 ! ' H H
i g ! t '. T
Vanacryl ! 48 h ! 1.4 i 5,5 1 4,5 7 31 H 1
H (207) i : | H :
) ] [] 1 T T
! 24 h ! ' : ; i
Covanacryl-5 | 7 ! 3,8 | 2,8 17,2 | 53 L 72
] i + 1 i :
Covanacryl-3 | 24 ! 3,4 } 3,8 ! 62 ! 55 ' 62
;@) : : : | :
} H 1 | 1 H
Covanacryl-2 E 24 h i 3,2 V4,2 i 5,8 i 55 i 58
(40 : : ; : :
{24 ’ E E E 1
- )
Covanacryl-1 i ) b3 ' 4,5 ! 5,5 ! 54,5 E 55
| _ { \ i :

Par conséquent; la fixation sur un polyaldéhyde de 1‘uréase par ses groupements ami-
nés libres peut étre effectuée de fagon acceptable,avec un temps optimum de réaction de 24 h
d 4°. La présence de groupements hydroxyles dans les copolyméres augmente le taux de fixation
et 1'activité résiduelle de 1'enzyme fixée. Avec les copolyméres, le taux de fixation croit
dans 1e méme sens que le nombre de groupements - CHO présents.

Le diagramme n°l ci-contre montre que

1*activité des dérivés diminue assez rapidement
au cours du temps (ces dérivés étant maintenus

en suspension dans 1'eau). Cette diminution d'ac-

tivité n'a pu étre expliquée de facon satisfai-

sante.
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Dans une colonne thermostatée a 30 ° contenant
100 mg d'une combinaison vanacryl/uréase mélangée 3 de
la célite, nous avons fait percoler,en continu, une so- 100
Tution tamponnége (pH 7,5) d'urée, et nous avons consta-
té que 1'activité du dérivé diminuait au cours du temps
de fagon plus rapide que dans le cas précédent. Ainsi, 60
au bout de 7 jours, la colonne ne présentait plus que

A.E.R. (%)

80

5% de son activité enzymatique initiale (diagramme 2). 40
Cette diminution d'activité n'est pas due & une perte 20
d'enzyme car nous n'avons jamais pu déceler de traces
d'uréase dans les éluats. 0 R R
temps
diagramme n° 2 (jours)
4 . Py
Enfin, nous avons tracé la courbe de 1'activité d'un Activite
dérivé uréase/covanacryl-2 en fonction du pH. L'activi-| = =e---- dérivé .
té maximale est observée 3 pH 7, de méme que pour 1'uré-T100 — enzyme libre
ase pure (9). (diagramme n°3). | 80
] 60
40
0 & 7 8 Bu
diagramme n° 3
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