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Les AMAC sont obtenus par copolymerisation radicalaire de l'acrylamide (AM) et du 

chlorure d'acryloyle (AC). Ces polymeres hydrophiles sont probablement reticules car ils sont 

insolubles dans l'eau oD ils gonflent en formant des gels. Les RMAC possedent en proportions 

variables des groupements reactifs chlorure d'acide et sont susceptibles d'insolubiliser les 

enzymes selon la reaction de fixation probable : 

/ / 

OCI + H2N-Enz ___3 ONHEnz t 
[I 
HCI 

AMAC 

(insoluble) (soluble) (insoluble) 

Le greffage de chymotrypsine-a sur les divers polymeres a et@ realise en solution 

tampon borax 0,l M, a pH 8, pendant 15 h a Z", en utilisant 5 mg d'enzyme pour 50 mg de poly- 

mere. Le derive insoluble obtenu est infiltrable, et doit @tre separe par centrifugation. 11 

est lave avec une solution de NaCl; M, ajustee a pH 8, puis avec de l'eau. Selon les cas , ce 

derive est conserve 1 l'etat set (apres lyophilisation) ou en suspension aqueuse a pH 8. 

L'activite chpotrypsique des derives insolubles a @te mesuree avec un pH-stat 

(Radio-meter) a pH 8, par titrage a la sarde 0,l N de l'acide carboxylique lib% par hydroly- 

se enzymatique de l'ester ethylique de l'Ac&tyl Tyrosine (ATEE) 0,015 M. Une courbe etalon a 

permis de calculer la masse ml d'enzyme non fixee sur le polymer-e, par mesure de l'activite 

chymotrypsique du filtrat de la reaction de fixation, dans les m&es conditions que la chymo- 

trypsine originelle. Nous avons calcule la masse m2 d'enzyme fixee par difference entre la mas- 

se totale mise en oeuvre (5 mg) et la masse non firee presente dans les filtrats. L'activite 

enzymatique du derive insoluble a et6 evaluee par rapport a celle de la chymotrypsine originel- 

le, et dans les m&es conditions que pour cette derniere. La fixation de la chymotrypsine-a a 

et@ effect&e en presence ou non d'un inhibiteur competitif de cette enzyme, l'acide phenyl-3 

propionique. 

RESULTATS 

Nous avons fix6 l'enzyme sur les polymeres AMAC-1, AMAC-2 et AMAC-3, les indices 1, 

2 et 3 representant le nombre de moles d'acrylamide utilisees par mole de chlorure d'acryloyle 

dans la preparation de chaque polymere. Les meilleurs resultats ont et6 obtenus avec I’AMAC-1, 

car c'est le plus riche en groupements chlorures d'acide (il comporte environ 3 motifs d'acry- 

lamide par motif de chlorure d'acryloyle). La fixation de chymoOrypsine varie de 0,g mg I 
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1,30 mg pour 50 mg de copolymere. Le pourcentage d'activite r&.iduelle spkifique varie de 60 

a 85 %. Avant d'6tre mis en presence de l'enzyme, le support est humidifi6 pendant une heure 

en solution tampon pH 8. En presence d'inhibiteur, dont le r6le est de proteger le site actif 

de la chymotrypsine au tours de la reaction avec le polymere, le taux de fixation de l'enz!Jaae 

sur le support est 16gerement inferieur mais l'activite residuelle est plus 6lev6e. 

Dans le tableau ci-dessous, m3 (mg) represente la masse d'enzyme native ayant 

m&e activit6 que le d&iv6 insoluble consider-6 ; 100 m2/5 -t(X) represente le taux de fixa- 

tion ; 100 m3/m2 = AER (X) represente l'activite enzymatique residuelle spkifique et (m2/5) 

AER = AT (%) represente l'activite totale du d&iv6 insoluble par rapport a celle de l'enzyme 

initialement mise en oeuvre. 

Polymere Inhibiteur 

AMAC-1 non 

AMAC-2 non 
-____ _._ -..__ -_ 

AMAC-3 _-- non 

AHAC-1 oui 

AMAC-2 0;i 

- AMAC-3 
-___-- 

oui 

3,70 1,30 

3390 -1,lO 

4,02-- - 0,93 

3,82 1,18 

4,09 0,91 

4,12 0988 

0,87 

0,76 

0,56 

0 ,-i8 

0,80 
0,66 

7: AER 
(%) (%) (iT) 

26 66,9 I7,4 

22 6892 15,2 __-_-_--__.--_-- 
19,6 57,l 11,2 

23,6 83 19,6 

18,2 88 16 

17,6 75 13,2 

En faisant r6agir l'enzyme sur le polymer-e sans humidification pr6alable de 

ce dernier, on fixe nettement plus de chymotrypsine-o (3,5 mg pour 50 mg de polymere), mais 

l'activite residuelle specifique est plus faible, si bien que globalement les resultats sont 

identiques. 

Etude de la stabilite de l'enzyme imnobilisee au tours du temps, sur une pbriode totale de 

10 semaines. 

Cette etude a et& faite sur le copolymere conserve en suspension dans une 

solution aqueuse a pH 8 et sur le copolymke conserve a 2', apres lyophilisation pendant 12 h 

dans un bain de glace-sel. Dans le tableau cl-dessous, l'activite de l'enzyme imnobilisee a et6 

prise arbitrairement Bgale a 100 au temps t = 0. 

Temps (en semaines) 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Activit.6 de Lyophilisee 100 96 93 91 89 87 
l'enzyme 

85 84 84 83 81 

irmnobilis6e ensespens$on 100 90 82 79 76,5 74 71 69 68 67 65 

Par consequent la chymotrypsine immobilis6e sur 1'AMAC se conserve mieux 

a l'etat lyophilis6 qu'en suspension dans une solution tampon pH 8 (1 a 4). 
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