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De nouveaux d&-iv&s insolubles de la trypsine et de la chymotrypsine ont et6 pr6par@s 

dans notre laboratoire (1 a 3), en utilisant cOmne supports macromol6culaires des polymethacry- 

lates d'w-iodo-r-i-alcoyle (Poliodals) et des polym6thacrylates de vanilline (Vanacryls). 

11 est probable que l'activit6 r6siduelle spkifique relativement faible observee pour 

les enzymes ainsi issnobilis6es est dDe au fait que les supports utilis@s n'etaient pas suffisam- 

ment hydrophiles. De la nature hydrophobe du support rkulterait une denaturation partielle de 

l'enzyme fixee et un faible contact entre celle-ci et le substrat en solution aqueuse. 

Nous avons done cherch6 a synthetiser un nouveau type de polyol tres hydrophile suscep- 

tible de proprietes voisines de celles des polysaccharides (tels que l'agarose ou le Gphadex) 

tout en &ant plus economique et plus stable chimiquement et biologiquement. L'immobilisation de 

la trypsine ou de la chymotrypsine sur un tel polyol peut Ptre realisee a l'aide d'un agent 

bifonctionnel classique, tel que le glutaraldehyde ou le bromure de cyanogene (4 a 6). 

En traitant le tris (hydroxym6thyl) amino methane 1 commercial par le chlorure de 

methacryloyle Es on isole la N-tris (hydroxymethyl) methyl methacrylamide 3: (F = 89-90°, CHC13) -- 
avec un rendement de 63 X. 
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COCl 

0 

1 2 3 = = = : 

Le monomere 2 est polym6rise en solution aqueuse par voie radicalaire (azobis- 

isobutyronitrile) en presence de r6ticulants tels que la ~'Bthylene bis-methacrylamide ou - 
la N,N'-m@tblene-bis-acrylamide. On obtient ainsi des polymeres r6ticul6s tridimensionnels, - 
les Trisacryl-M f . Les polymeres sont obtenus sous forme de gels insolubles qui sont centri- 
fuges, lav6s a l'eau distillee puis lyophilisk. 

Nous avons 6galement synth6tis6 le Trisacryl-H C, analogue acrylique du Trisacryl-M par 

aminolyse du polyacrylate de m6thyle 2 , en presence d'un exces d'aminoalcool & dans 1'6ther mo- 

nom6thylique de 1'6thyl8neglyco1, et en presence d'hexamethylene diamine (tBiD) (r6ticulant). 

On obtient le polyol 6 sous forme d'un gel tres hydrophile qui est lav6 a l'eau, centrifuge 

puis lyophilis6. Le spectre IR du Trisacyl-H montre que l'aminolyse des fonctions esters de 2 
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n'est pas complete puisque l'on observe une bande C=O ester a 1725 an-'. 

L'immobilisation de la trypsine sur les Trisacryl-M ou les Trisacryl-H (actives 

par le glutaraldehyde ou le BrCN) a et& effectuee a 4" dans le tampon borate pH 7,8 ou dans 

le tampon phosphate 0,2 M pH 7,8. Clans le tableau ci-dessous, le taux de fixation de l'enzyme 

sur le support est donrk en mg par gramme de polymere. L'activit6 trypsique des d&iv& a Gte 

mesuree avec un pH-stat a pH 8 a 25 ' par titrage a la soude 0,I N de l'acide lib&-6 par hydro- 

lyse enzflatique du BAEE (7). L'activite enzymatique spikifique residuelle (AER) de l'enzyme 

fixhe est determinee par rapport a une solution 6talon de trypsine. 

Support Mode * Masse d'enzvme 
d'activation fix6e (mq/g de support) w - 

AER (%) 
_ 

Trisacryl-M glutaraldehyde 56 a 64 56 a 64 12 a 14 

Trisacryl-H glutaraldehyde 8 a 22 8 a 22 30 a 60 

Trisacryl-H BrCN 36 a 64 36 a 64 49 a 70 
I 

L'imnobilisation de la chymotrypsine-v sur le Trisacryl-H active par BrCN est 

conduite dans le tampon borax 0,I M pH 8 pendant 24 h a 4". L'activite chymotrypsique du 

d&iv6 insoluble a et6 mesuree a pH 8 par titrage a la soude 0,I N de l'acide lib&-6 par hydro- 

lyse enzymatique de 1'ATEE (8). L'AER de l'enzyme fix&e est determinee de la m&ne fagon que 

prCcGdenunent. Le taux de fixation observe est de 45 mg par gramme de support pour une AER 

specifique de 40 X. 

En conclusion, l'emploi des Trisacryls dans l'imnobilisation de la trypsine et 

de la chymotrypsine-o( permet d'atteindre des valeurs elevees pour les taux de fixation et pour 

les activites residuelles spkifiques. Ainsi, l'imnobilisation de la trypsine et de la chymo- 

trypsine sur le Trisacryl-H a fourni des derives dont les activites enzymatiques sont bien 

superieures a celles observees dans notre laboratoire avec d'autres supports synthetiques 

moins hydrophiles que les Trisacryl-H (1 a 3). 
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