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A notre connaissance du moins, aucune préparation d'arginase insolubilisée n'a été
décrite dans la littérature ; en ce qui nous concerne, nous avons cherché a insolubiliser cet-
te enzyme d 1'aide de nouveaux supports macromoléculaires linaires, solubles dans CHC]3 mais
insolubles dans 1'eau et que nous avons décrits récemment (1) ; ces polyméres sont des "poly-
méthacrylates de vanilline" (Vanacryls), ou des copolyméres d'alcool allylique et de "métha-
crylate de vanilline" (Covanacryl-p, le chiffre p indiquant le nombre de moles de méthacryla-
te de vanilline utilisées par mole d'alcool allylique dans la polymérisation). Ils sont obte-
nus par polymérisation radicalaire des monoméres correspondants, et 1'analyse é€lémentaire (C,
H) montre que les compositions des copolyméres correspondent & celles des mélanges de mono-
méres utilisés. En dépit de la présence de groupements OH, les covanacryls apparaissent comme
relativement peu hydrophiles, et sont semblables en cela & 1'homopolymére correspondant, le

Yanacryl.

Les groupements aldéhydes de ces différents supports sont susceptibles de réagir
en milieu aqueux sur les groupements aminés libres des enzymes Enz—NH2 pour donner des déri-
vés insolubles enzyme/polymére selon la réaction probable :

Polymére ~ CHO + H2Enz ———> Polymére - CH = N-Enz

On agite pendant 20 heures & 4° une suspension de 50 mg de polymére et 5 mg d'argi-
nase (de Koch Light) dans 4 cm3 de tampon maléate Mn Clz, 5.10'2 M, pH 7. Les dérivés obtenus
sont filtrés et lavés avec une solution 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 3 4° en
suspension dans un tampon maléate MnC]Z, 2.10'2 M, pH 7.

Aprés avoir procédé & 1'activation des dérivés en plagant les suspensions a 37°
pendant 4 heures (2}, on effectue les mesures d'activité arginasique par dosage de 1'urée
formée par hydrolyse enzymatique de 1'arginine (3).

Une droite d'étalonnage permet de déterminer la masse my (mg) d'arginase native
ayant la méme activité qu'un mg de dérivé insoluble.

On détermine la masse m, { mg) de protéime fixée par unité de masse (mg) de support,
par un dosage des protéines restées en solution aprés la réaction de fixation (4) et par
différence avec 1a masse d'enzyme mise en jeu. Le taux d'activité enzymatique résiduelle (AER)

du dérivé insoluble par rapport & 1'arginase de départ est défini par le rapport IOO-%%-'
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Les résultats obtenus sont rassemblés dans le tableau ci-apras :

Support m, (f;g) AER (%)
Vanacryl 45 20
Covanacryl-5 35 37
Covanacryl-3 42 56
Covanacryl-1 38 72

Le polyaldéhyde semble présenter les propri&tés requises pour insolubiliser 1'ar-
ginase de fagon acceptable. La masse m, de protéine insolubilisée est & peu prés constante
pour les différents supports utilisés mais 1'AER semble &troitement 1iée & la valeur du rap-
port entre le nombre des fonctions alcols et le nombre des fonctions aldéhydes présentes sur
Te polymére. L'augmentation relative du nombre des fonctions alcools par rapport aux fonc-
tions aldéhydes entraine une &lévation trés notable de 1'AER des dérivés insolubles corres-
pondants.

La similitude des courbes d'activités en fonction du pH de la forme native et de
la forme insolubilisée de 1'arginase indique que 1'insolubilisation ne produit pas d'altéra-
tion notable du microenvironnement ionique de 1'enzyme. D'autre part, 1'activité des dérivés
est encore égale & 50 % aprés plus de 2 mois (ces dérivés étant conservés en suspension dans
du tampon pH 7).

Afin d'étudier 1'utilisation en continue de préparations d'arginase insolubilisée,
nous avons confectionné une colonne d'enzyme insdlubilisée & travers laquelle nous avons fait
percoler une solution de chlorhydrate d'arginine. Les résultats montrent une brusque perte
d'activité de 1a colonne, environ 50 %, pendant les premiéres 24 h, suivie d'une relative
stabilisation. Aprés 6 jours de fonctionnement 1'activité de Ta colonne est de 30 % de 1'ac-
tivité inftiale.
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