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Abstract-Treatment of methacrylyl chloride with vanillin gave the corresponding ester 1 which was 
polymerized (or co-polymerized with allylic alcohol), to give various polyaldehydes, called vanacryls. 
These polymers were successfully used for immobilizing trypsin according to the probable scheme: 
Pol-CH6 + H,N-Enz --, Pol-CH=N-Enz. 

Dans le but de p&parer de n~uveaux types d’en- 
zymes immobilistes, nous nous sommes propose de 
synthttiser des supports macromokulaires 
difftrents de ceux utilids jusqu’a present. Ces 
polymtres sont, d’une man&e g&t&ale, des 
“polym6thacrylates de vanilline” qui possedent par 
consequent des groupements terminaux aldehydes 
susceptibles de reagir sur les -NH2 libres des enzy- 
mes selon le schema probable: 

I 
-CHO + H,N-Enzyme % 

I ( 
-CH-NH-Enzyme 

OH 

polymere enzyme soluble 

-+ -CH=N-Enzyme 
I 

Enzyme insolubiliste 

II est B noter que deux types de polyaldthydes 
aliphatiques ont Cte employ& rtcemment pour 
I’immobilisation d’enzymes: un copolymbre 
styrene-acroltine’ et un polyacetal rtticule 
commercial donnant, par hydrolyse m&&e. des 
fonctions aldehydes. Le premier donne des 
r&hats satisfaisants; le second necessite une acti- 
vation avant emploi, mais permet de moduler le 
pourcentage d’acetal transforme, done de conser- 
ver un caract&e hydrophile important; les result&s 
d&its dans ce cas sont proches de ceux que nous 
avons obtenus avec la trypsine. 

Synthise des polymhres 
En traitant le chlorure de methacrylyle par la 

vanilline du commerce, en presence de 

‘Note prtliminaire: E. Brown et A. Racois, Tetrahe- 
dron Letters 5077 (1972); 3tme mbmoire: E. Brown et A. 
Racois, Bull. SC. Chim. Fr. 4357 (1971). 

triCthylamine dans le benzene ou I’ether, on obtient 
le monombre 1 (Rdt 70%) qui prtsente l’avantage 
d’etre un solide blanc (F = 56-W’), recristallisable 
dans Y&her de p&role. 

CHI= <‘“’ + HO 

COCI 
OCHl 

WJ 
- CHO 

WQ 
1 

Nous avons Cgafement prepare I’ester 1 en fai- 
sant r&&r le chlorure de methacrylyle sur le se1 de 
potassium de la vanifhne dans I’bther mais le rende- 
ment observe est nettement moindre (40%). 

Lester 1 a CtC soit polymerist set4 soit 
copolymkise avec I’afcool ahylique,‘” au moyen de 
peroxyde de benzoyle ou d’azobisisobutyronitrile 
(AfBN). dans le chloroforme au reflux pendant 
24h: 

OCH, 

&HO 

1 + CHz=CH-CHZOH = Covanacryl-p 

p moles I mole 
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Nous avons ainsi obtenu des solides blancs, 
l’homopolym&re, appelC Vanacryl (Rdt 90%) et les 
copolymbres (ou Covanacryls-p, le chifTre p indi- 
quant le nombre de moles de monombre 1 utilities 
Par mole #alCoOl allylique dans la 
copolym&isation), ces copolym&res &ant obtenus 
avec des rendements variant de 40 B 70%. 

Nous avons d’autre part entrepris une 
polymt5risation en suspension dans l’eau, en utili- 
sant une solution concentrke de l’ester 1 dans le 
benz&ne. Nous avons ainsi obtenu des perles dures 
de Vanacryl dont le diamttre ttait de I’ordre de 
quelques centaines de microns. La polym6risation 
Ctait pratiquement quantitative. Des perles des di- 
vers Covanacryls-p ont tt8 prtparCes de la m&me 
faGon et avec un rendement pratiquement 
quantitatif. 

Il nous a paru intkressant d’6tudier la physisorp- 
tion des enzymes protColytiques sur des supports 
m6thacryliques, structuralement semblables aux 
Vanacryls, mais dCpourvus de groupements fonc- 
tionnels rCactifs. Dans ce but, nous avons p&part 
le polymCthacrylate de gtiacol de la m8me faGon 
que le Vanacryl, afin d’obtenir un polym&re de 
tacticitk et de degrk de polym&isation compara- 
bles.’ 

Masse moleculaire moyenne et degrt! de 
polymltisation. Nous avons mesurk la masse 
molCculaire moyenne en nombre des divers 
polymi$res en solution dans le chloroforme B 25” au 
moyen d’un osmombtre g membrane 
Hewm-Packard. Les masses mol6culaires moyen- 
nes Mn observks varient de 24,500 a 54,000 et 
sont une fonction croissante de p. Les degr6s de 
polym&isation varient de 148 & 279 et sont 
egalement une fonction croissante de p sauf pour le 
Covanacryl-2. 

Distribution de masses des polymkres. La 
rkpartition des masses des chaines 
macromol&ulaires, dans les dtitrents echantillons 
synth&ids, a et6 CtudiCe au moyen d’un chromato- 
graphe de GPC Waters Associates. Les divers 
polym&res (qui ont btC CtudiCs en solution dans le 
tktrahydrofuranne) pr6sentent tous une distribution 
presque statistique des masses. Les diagrammes de 
distribution sont des courbes en clothe plus ou 
moins aplaties selon les echantillons et qui 
prksentent un lf5ger Cpaulement vers les petites 
masses. L’examen de ces courbes montre que les 
masses molCculaires extrCmes sont voisines de 
1000 et 100,000. 

Malgrk la prksence de mol&ules de faible masse, 
nous n’avons pas observe la formation de combi- 
naisons enzyme-polym&re hydrosolubles ou 
colloidales, mZme avec I’urease qui a une masse 
mokulaire voisine de 480,000.” 

Tacticite’ des polymtres. Les spectres de RMN 
de divers polym&hacrylates ont Bte &udies en 
d&ail.’ Un examen d&ail16 des spectres obtenus au 
moyen d’un spectrographe Thomson opQant B 

250 MHz montre que les divers Vanacryls ont des 
tacticit& sensiblement identiques, avec 
p&dominance syndiotactique, un fort pourcentage 
d’enchainements hCtCrotactiques et t&s peu 
d’enchainements isotactiques. Ces r&hats sont en 
accord avec ceux de la littCrature’,9 et sont analo- 
gues & ceux observCs avec les poliodals que nous 
avons d&its r&emment.’ 

Preparation de trypsine immobilist!e 
De nombreuses combinaisons insolubles 

trypsinelsupport macromoltculaire ont &C 
d&rites.‘,*.” Les d&iv& insolubles sont gCn&ale- 
ment plus stables que l’enzyme soluble originelle 
mais les taux de fixation peuvent Btre faibles et 
I’activitC enzymatique speifique residuelIe (AER) 
varie gtn&alement de 0 B 43% de celle de l’enzyme 
originelle. Par contre, on a dtcrit un dCriv6” qui 
s’est montrt plus actif que l’enzyme de dtpart. Sur 
le plan pratique, une trypsine insolubilisCe pourrait 
&re utilisCe pour purifier un inhibiteur en solution 
par chromatographie d’affinitt.‘*,” 

Nous avons d&it r&emment”.” la prkparation 
de d&iv& insolubles de la trypsine par fixation, au 
moyen de liaisons covalentes, de l’enzyme sur un 
polymethacrylate d’w-iodo-n-alcoyle (Poliodal). 
Ces d&iv& prbsentaient une AER d’environ 30% 
pour des taux de fixation variant de 26 ?I 36 mg d’en- 
zyme par gramme de polymtre. 

Immobilisation de la trypsine sur les vanacryls. 
Les greffage de trypsine lyophilis6e sur le Vana- 
cry1 et sur les Covanacryls-1,2.3 et 5 a CtC realis en 
solution tampon phosphate 21 pH = 7.5 pendant 24 h 
B 2”, en utilisant 10 mg d’enzyme pour 100 mg de 
polymtre.‘5.‘6 Nous avons obtenu dans chaque cas 
un d&iv& insoluble facilement r&up&able par fil- 
tration. Ce solide a &C lavt avec une solution de 
NaCl M, puis avec de I’eau distillCe, jusqu’g ce que 
la dernDre eau de lavage ne presente plus d’activitt 
enzymatique appreciable. 

L’activitC trypsique des d&-iv& insolubles a Ctt 
mesurke avec un pH-stat (Radiometer) 1 pH 8 par 
titrage g la soude 0.1 N de I’acide carboxylique 
lib&e par hydrolyse enzymatique d’un substrat de 
la trypsine, le chlorhydrate de N-benzoyl-L- 
arginine Cthyl ester (BAEE).“.” Une courbe- 
Ctalon a permis de calculer la masse d’en- 
zyme non fixk sur le polymtre par mesure de 
I’activitt trypsique du filtrat, dans les memes condi- 
tions que pour la trypsine originelle. Nous avons 
calculk la quantite d’enzyme fix6e par diffCrence 
entre la masse totale mise en oeuvre (soit IO mg) et 
la masse non fixCe presente dans les filtrats. 
L’activitt enzymatique du d&i& insoluble a 6t& 
Cvalu6e par rapport g celle de la trypsine originelle, 
et dans les mCmes conditions que pour la trypsine 
originelle. 

Un dosage par spectroscopic UV, avec la 
mtthode de Folin,” de la trypsine non fixee et 
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prdsente dans les filtrats a foumi des r6sultats pro- 
ches de ceux obtenus par la methode ci-dessus. 

Rt?sultats obtenus. La masse de trypsine tixQ 
varie de 1.9 a 2.6 mg pour 100 mg de polym&re et 
croft comme le nombre de groupements rtactifs 
-CHO presents dans le melange de monombres 
soumis a la polym&isation. 

L’activite rtsiduelle des differents derives insolu- 
bles obtenus (et conserves en suspension dans une 
solution de tampon phosphate 0.01 M, pH 7.2) varie 
de 10 a 14% de celle de la trypsine de depart. Les 
derives Ctant conserves en ,suspension dans 20 cm’ 
de la solution tampon phosphate a 2”, nous avons 
tract des courbes d’activite qui indiquent qu’apres 
3 mois de stockage, ces m6mes derives presentaient 
encore de 45 B 73% de leur activite initiale (Fig I). 

bp 
60 

L 
\a 
5 
$ 40 

8 x Covanacryl - 5 
A Cwanacryl - 3 

20 Cwanacryl - 2 
Covanocryl- I 

1 I I I I I 
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Fig 1. 

60 
x 

b( 

A Tryprlne 8oluble 

x [Mrlti Insoluble 

3 Flltrat de atockaw (4’3 h) 

11 convient de noter ici que Katchaiski avait 
observe que ses d&iv& insolubles de la trypsine, 
apres conservation darts I’acide chlorhydrique 
0.0025 N, gardaient encore 65% de leur activite ori- 
ginelle au bout de 3 mois.” 

I I I I 

0 I5 30 45 60 

Dans certains cas observes, les enzymes 
immobilisees sont plus stables ii Yetat lyophilise 
qu’en suspension,=” mais la lyophihsation ou le 
sechage sous vide peuvent parfois les dCsactiver 
partiellement ou totalement.n Ainsi nos derives 
seches sous vide et conserves sets se montraient 
moins actifs une fois remis en suspension que les 
memes derives conserves en suspension. 

L’Ctude des sepctres UV a pH 7.5 indique la 
presence, dans les filtrats provenant de la reaction 
de fixation, dune tres faible quantitt (moins de 
0.2 mg) de vanilline. 

Temps, mln 

Fig 2. Incubation ir 55” (trypsine de Worthington). 

utilis6es habituellement pour les insolubilisations 
(5 cm’ de solution tampon phosphate 0.2 M a pH 
7.5). Puis, apr&s addition d’une solution de chlorure 
de sodium M et d’eau, nous avons incubt cette so- 
lution a 55” de la m&me man&e que ci-dessus. Les 
r6suItats obtenus semblent indiquer que le peu de 
vanihine Cventuellement lix6e d&active la trypsine 
lors de sa fixation. mais que cette trypsine est alors 
un peu plus stable thermiquement que I’originelle. 

La vanilline serait pass&e en solution vraisembla- N&utmoins la difference d’activite notCe ici est si 
blement par hydrolyse de la fonction ester du faible que I’on ne peut pas affirmer en toute certitu- 
polymere. II ne peut s’agir de monomtre reste oc- de que la stabilitd thermique, anormalement tlevee, 
clus dans le polymere car le spectre UV du observee pour la trypsine des fihrats de stockage 
methacrylate de vanilline est nettement different de est seulement due a la formation dune combinaison 
cehii observe. chimique entre cette enzyme et la vanilline. 

I1 semble que l’hydrolyse des fonctions ester des 
derives soit facilit& quand ces demiers sont 
conserves darts une solution M de KC1 dans l’eau 
permutee (pH < 7). En effet, les spectres UV dune 
solution de vanilhne a pH 5 et du filtrat des dCrivCs 
maintenus en suspension pendant 48 h sont 
pratiquement identiques. 

Les mesures d’activite montrent que la trypsine 
native est fortement desactivte par incubation a 
55”. Dans des conditions analogues, la trypsine 
“solubilisee”, presente dans le fihrat provenant 
dune suspension de derive insoluble conservee 
pendant 48 h a pH 5-6, est aussi peu dtsactivee par 
la chaleur que le derive lui-m&me. Ce filtrat contient 
sensiblement les deux tiers de I’enzyme initiale- 
ment fixee. Mis & part le fait deja constate” que la 
trypsine voit sa stabilite thermique augmenter par 
insolubilisation, nous observons done Cgalement 
que la trypsine solubilisee en tours du stockage est 
thermiquement plus stable que la trypsine originelle 
(Fig 2). 

Atin d’etudier I’influence de la vanilline sur la 
stabilite thermique de la trypsine en solution, nous 
avons mis en presence 10 mg de trypsine (de Sochi- 
bo) et IOOmg de vanilline dans les conditions 
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64.89; H, 5.89; 0, 28.88%. Covanacryl-1 Calc: C, 64.73; 
H, 6.52; 0,28.75; Tr: C, 64.76; H, 6.71; 0,2&51%. RMN 
du Covanacryl-1 (CDCI,) (ppm): 6 10 (s) (aire 1) (-CHO); 
S 7.3 (massif) (aire 3) (protons aromatiques); S 3.75 
(massif) (aire 4) (-OCH, et -OH allylique dkplact par 
I’acide trifluoracbique); S 2.25 (massif) (aire 5) (-CH+ie 
la chaIne macromol6culaire); 6 1.7 (massif) (aire 3) 
(-CH,). 

PolymtWwcrylate de gaiacol. Dans un r6acteur d’un li- 
tre dispost dans un bain d’eau froide, et muni de deux 
ampoules ?I rttablissement de pression et d’un agitateur 
mkcanique, on introduit 35 g de gaiacol dans 2OOcm’ 
d’kther. Au mklange agitk. on ajoute simultakment et 
goutte B goutte (2 h), une solution de 27 g de chlorure de 
mkhacrylyle dans 100 cm’ d’kther et une solution de 27 g 
de tritthylamine dans IOOcm’ d’kther.” On laisse rkagir 
une nuit h TA, on filtre pour Climiner le prkcipitk blanc de 
chlorhydrate de tritthyiamine et on lavele filtrat avec une 
solution saturke de NaHCO,, puis avec de I’eau alternati- 
vement (deux fois). La phase &h&be est skparke, stchCe 
(Na,SO. ou MgSO.), Cvaporke au rotavapor et le liquide 
incolore obtenu est distill6 sous PR (Ebo.= 104-6”). On 
obtient ainsi 40 g (74%) de m&ha&ate de gaiacol qui a 
donnC les spectres et analyses attendus. La littkrature in- 
dique Eb. = 109-10”. 

Dans un ballon de IOOcm’, on introduit 4Ocm’ de 
CHCI, pur, 6g de m&ha&ate de gaiacol et 60 mg (1%) 
d’AIBN. On laisse 24 h au reflux du CHCI,. Le mtlange 
est verse dans 2OOcm’ de MeOH pour prkcipiter le 
polymbre. Aprts sbchage. mise en solution, 
reprkcipitation puis skchage sous PR au dessiccateur. on 
obtient 4g (66%) de polym&hacrylate de gaiacol (solide 
blanc) qui a don& les spectres et analyses attendus.” 

PolymtXsation en suspension du mkthacrylate de vanil- 
line. Dans un rkteur d’un litre disposk dans un bain 
d’huile et muni d’une ampoule g rktablissement de pres- 
sion, d’un agitateur mkcanique, d’un rkfrigkrant et d’un 
courant d’azote, on introduit sous agitation 187 cm’ d’eau 
distillbe, 3 ml d’ammoniaque (densit 090) et 0.54~ de 
phosphate disodique. On ajoute lentement (l/2 h) une-sol- 
ution de 2.25~ de CaCI, dans 105cm’ d’cau distillbe. 
L’addition tern&& et tout en maintenant I’agitation, on 
chauffe & 70” puis on ajoute en 15 mm une solution de 40 g 
de mkthacrylate de vanilline et 0.2 g d’AIBN dans 50 cm’ 
de benzene. Aprks 2 h d’agitation ?I 70”. on verse la sus- 
pension dans 500 cm’ d’eau. On neutralise avec HCI dilut, 
filtre, agite dans 400 cm’ de CCL et 200 cm’ de mkthanol 
pendant 3 h, filtre B nouveau, lave 3 h dans 500 cm’ d’eau, 
filtre et lave sur le tiltre avec de I’eau en plusieurs fois. On 
obtient 39 g (97.5%) de polymtre sous forme de perles du- 
res de plusieures centaines de microns de diambtre. Ces 
billes sent consew& g set ou en suspension dans I’eau. 

On obtient de la meme faGon des perles dures des di- 
vers Covanacryls-p avec un rendement voisin de 100%. 

Tacticitks comparkes du Vanacryl, des Covanacryls et 
du polymkhacrylate de gaihcol. La tacticitt des 
polymtres a ttt dkterminke par ttude en RMN des sig- 
naux correspondant aux CH, en a des groupements 
carboxyliques et situ&s dans des enchainements syndio- 
tactiques S, isotactiques 1 ou httkrotactiques H. Les aires 
des diffkrents pits n’ont pu ktre mesur&es en raison d’un 
trop grand recouvrement mutuel, mais on peut nkanmoins 
prkciser-tous les Cchantillons ktudies prksentent des 
spectres t&s semblables k celui indiquk cidessous-que 
les divers polymbres ont des tacticitts sensiblement iden- 
tiques, avec pr&lominance syndiotactique. un fort pour- 
centage d’enchainements hktbrotactiques et t&s peu 

21 1.24 (-Ct.&) 

Fig 4. Vanacryl dans DMSO-&. 

d’enchainements isotactiques. Ces rksultats sont en ac- 
cord avec la littkrature.‘.’ Les diff&e.nts pits correspond- 
dant aux -CH1- en position @ des groupements carboxyli- 
ques ou hydroxyles montrent tgalement I’existence des 
trois types d’enchainements, mais sont perturb& par la 
presence de DMSO-d, non complbtement deutCri6 @$ 
4). 

Co&es de distribution des masses. Ces courbes ont 
CtC obtenues en utilisant des solutions ?I 0.30% de 
polyrn&re dans le THF; la colonne utilide avait &tC 
&alon& avec du polystyrkne pour des mokules de 
masses comprises entre 1000 et 200,ooO. 

On observe des courbes en clothe pratiquement 
symktriques pour tous les polymbres Ctudits. avec toute- 
fois un 1Cger tpaulement (Fig 5). 

Les mesures ont ttC faites sur des extraits skhb sous 
vi& avant la mist en solution dans le CHCI,. 

Rbultats obtenus : 

Polymtre 
Degrt de 

Mn polymkisation moyen 

vanacfy1 
covanacryl- I 
Covanacryl-2 
Covanacryl-3 
Polymkhacrylate 

de gaiacol 

32,600 148 
24,550 176 
24.700 148 
31,700 176 

36,100 188 

Immobilisation de la trypsine 
Fuation de la trypsine sur les Vanacryls. On utilise le 

mode op&atoire g&&al suivant: dans une fiole conique 
de 25 cm’, on agite pendant 24 h g 2” une suspension de 
100 mg de polynn?re dans 5 cm’ de solution tampon phos- 
phate 0.2 M g pH 7.5. Puis on ajoute 10 mg de trypsine en 
maintenant l’agitation pendant encore 24 h, on filtre la 
suspension sur verre frittt (n” 3 de Prolabo). On lave plu- 
sieurs fois avec une solution de NaCI, M (total 50cm’) 
puis avec de I’eau distillke (total 45 cm’) et les filtrats sont 
rassembk (total 1OOcm’). 

Apr&s mesure de I’activitt trypsique du d&iv6 insoluble 
obtenu, ce demier est conservk en suspension dans 20 cm’ 
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de tampon phosphate O-01 h4 A pH 7.2 ou dans 20 cm’ de 
solution de KCI, M. 

Mesure de l’actioite de la trypsine originelle. Courbe 
d’halonnage. La trypsine originelle (de Worthington) est 
doste dans les m&mes conditions que la trypsine prCsente 
dans les filtrats apr&s fixation. On prepare une solution de 
trypsine B partir de IO mg d’enzyme et de 100 cm’ d’une 

Polymbre 
V (solution) V (dtrive) 

(cm’) (cm’) 

est domu? par la relation r = 100 mJ10 - mJ. ml et m, sent 
d&erminCs B partir de la courbe d%talommge, connaissant 
Ie volume V de soude O-1 N ajout& en 10 min A 25”. Les 
r&ultats obtenus sent rassemblCs dans le tableau ci- 
dessoua dans lequel V (d6rivC) et V (solution) 
reprksentent respectivement les volumes de soude ajout6s 
en tOmin lors des mesures des activitCs du d&iv& 

(2) (Z) (2) 
r=lw 

(%) 

Vanacryl 0.081 I 0.0261 0.26 8.1 1.9 13.7 
Covanacryl-5 0.0740 0.0272 0.27 7.4 2.6 IO.4 
Covanacryl-3 0.0782 0.0256 0.25 7.8 2.2 I I.4 
Covanacryl-2 0.0790 0.0261 0.26 7.9 2.1 12.4 
Covanacryl- 1 0.078 I 0.0266 0.26 7,8 2.2 12.1 

Pour la courbe m, = f s 1 1 , voir partie thkorique). 

solution A obtenue en mdlangeant 5 cm’ de tampon phos- 
phate 0.2 M A pH 7.5, 50 cm’ de NaCl M et 45 cm’ d’eau 
distill&e. Dans une fiole thermostat& B 25”, on mClange 
0.5 cm’ (soit &) de la solution d’enzyme prtc6dente et 
0.5 cm’ de solution A. On amene le pH A 8 puis on ajoute 
2 cm’ de solution 0.15 M de chlorhydrate de N-benzoyl- 
L-arginine Cthyl ester (BAEE) et on note le volume de 
soude 0.1 N qu’il faut ajouter en 10 min pour maintenir le 
pH constant et Cgal A 8 (on utilise pour cela un pH-stat 
Radiometer). On recommence en prenant des volumes 
diff6rents de la solution d’enzyme et de solution A (de 
faGon que le volume total soit toujours de 1 cm’), et on 
vCrifie que le volume de soude ajoutC est toujours propor- 
tionnel A la qua&t& d’enzyme mise en jeu (Fii 6). 

Ahi il faut 0.1 cm’ de soude pour 1 cm’ d’une solution 
de 10 mg de trypsine dans 100 cm3 de solution A. 

Mesure de l’acrluitt! de la trypsine non Rxke et des com- 
binalsons trypsine/support. On opi?re comme pour les sol- 
utions Ctalons cidessus. aver soit & de la solution 
d’enzyme non fixte, soit & de la suspension de dCrivC in- 
soluble. 

On appelle m, (mg) la masse de trypsine ayant le m&me 
activitC que le dtrivt insoluble, ml (mg) la masse de tryp 
sine non fix&e prtsente dans les filtrats et no, (mg) la masse 
de trypsine contenue dans le dtrivt insoluble et obtenue 
par la dtitrence m, = (IO - ml) mg. Dans ces conditions, 
le pourcentage d’activitt rtsiduelle r du dtrivt insoluble 

!3x103 IO" 
Fig 5. D&termination de la masse moltculaire moyenne 
en nombre (%) des difftrents tchantillons par 

osmomttrie dans le CHCI, A 25”. 

insoluble et de la solution correspondante de trypsine 
rt%iduelle non fixte. 

Dosage de la trypsine par la rkactif de Folin. Dans un 
tube B htmolyse, on place 0*4cm’ de solution~talon 
(IO mg de trypsine dans 100 cm’ de solution A), puis 2 cm’ 
de rCactif C de Folin.” Apr&s IOmin, on ajoute le plus 
rapidement possible 0*2cm’ de rtactif de 
Folin-Ciocalteu;” apr&s 30 min on dose I’absorbance UV 
sur un spectrographe Beckmann A 540 nm. On trace une 
courbeetalon en prenant diverses quantitts de la 
solution-&Ion d’enzyme (Fig 7). 

Pour les solutions de trypsine non fix&e, on op&re 
comme cidessus en prenant 0.4cm’ de solution et les 
masses d’enzyme en solution sont dttermin6es A partir de 
la courbe prtctiente: 

Polymbre Absorbance 
Masse d’enzyme 
non fix& (mg) 

Vanacryl 0.30 8.1 
Covanacryl-5 0.28 7.5 
c0vanacIy1-3 0.2825 7.7 
Covanacryl-2 0.2875 8 
covanacryl- 1 0.2850 7.8 

04 

“E 
” 

0 5 IO 

Trypsine, mg/ IOOcd de solution A 

Fig 6. 
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Ces rCsultats sont pratiquement identiques B ceux obte- en mesure I’activitb trypsique par la m&ode habituelle. 
nus par mesure de I’activitC bypsique des Wats (voir ci- Les rCsultats obtenus ont pcrmis de tracer une courbe de 
dessus). I’activitt en fonction du temps (voir en partie thtorique). 

Mesure de I’acrioiW des &it& insolubles conservb d 
pH 7.2. Lcs dtrivts insolubles obtenus sont mis en sus- 
pension dans 20cm’ de tampon phosphate 0.01 M B pH 
7.2 et 2”. Tous les mois, on agite les suspensions 1 h g 25” 
puis on en dose I’activite trypsique comme cidessus en 
utilisant 1 cm’ (soit $a) de la suspension dans le pH-stat. 

Dans le tableau cidessous. on donne pour chaque 
dCrivt insoluble le pourcentage d’activitC (en fonction du 
temps de stockage) par rapport B I’activitt du meme 
dtrivt au temps initial. 

(b) Trypsine de Sochibo: Dans une tiole conique de 
25 cm’ on place 10 mg de trypsine et 100 mg de vanilline 
en solution dans 5 cm’ de tampon phosphate 0.2 M B pH 
7.5. Apr&s 24 h d’agitation g 2” on ajoute 50 cm’ de solu- 
tion de NaCl, M et 45 cm’ d’eau. On prepare de la meme 
faGon une solutiondtalon de 1Omg de trypsine dans 
100 cm’ de solution A puis on dose I’activite trypsique de 
ces deux solutions comme ci-dessus pour I’incubation ti 
55”. La courbe de I’activitt en fonction du temps a et6 
don& en partie thtorique. 

Polymtre 
Activite (%) 

I mois 2 mois 3 mois 4 mois 5 mois 

Vanacryl 75 58 46 38 33 
Covanacrvl-5 92 80 73 65 58 
Covana&-3 81 70 62 56 48 
Covanacryl-2 7s 62 54 46 40 
Covanacryl- I 75 65 51 42 35 

(Pour la courbe activitt = f (1). voir partie th&wique). 

Ces dtrivts n’ont pas et& filtres; on ne peut pas savoir si 
la trypsine fix& est pas& en solution, les mesures por- 
tant sur I’ensemble dtrivt insoluble + solution. 

Actiuite aprts incubation d 55”. (a) Trypsine de Wor- 
thington: On filtre une suspension de dtrivt de 
Covanac~yl-2 conservt 48 h B 2” dans 20 cm’ de solution 
de KCI, M. On r&cup&e le filtrat et le dtrivt est remis 
aussitBt en suspension dans 20 cm’ d’une solution identi- 
que g la prtctdente. On dose, comme prtcedemment, g 
25” avec le pH-stat, I’activitt d’une solution-&talon de 
trypsine (1Omg dans 1OOcm’ de solution A), du filtrat 
p&&dent et de la nouvelle suspension. Puis on incube 
sCpar&ment ces trois mtlanges & 55” pendant 1 h. Toutes 
les 15 min, on effectue des prCli?vements g la pipette et on 
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Mesures a’e Km et (Km) opp. On p&pare des solutions 
dilu&es de BAEE (substrat). tamoon&s & PH 8. et on 
mesure I’activitt t&sique & la sdlutiondtal& de.trypsi- 
ne et d’un dtrivt de Covanacryl-I vis-&vis de ces solu- 
tions de substrat, dans les conditions habituelles. 

On trace ensuite les courbes V = f(V/[SJ), pour lesquel- 
les V = volume (cm’) de soude ajoutt et [S] = 
concentration (moles/l) en sub&at. Ces courbes ont ttt 
don&s en partie thtorique. Leur pente donne la valeur 
de la constante de Michaelis Km, pour I’enzyme soluble et 
le (Km) app pour Ie dtrivt insoluble. 

On obtient les rCsultats suivants: (a) pour la 
solutiondtalon: Km = 0.27 mM; (b) pour le dtrivt insolu- 
ble: (Km), = 1.6 mM. 

Remerciements-Nous remercions 1’Institut Fran& du 
Caoutchouc pour les mesures de masses, la Socittt 
RhBne-Proail uour les courbes de GPC et la Socittt 
Thomson p&r-les spectres de RMN. Nous remercions A. 
BontC pour sa collaboration dans la synthtse des vana- 
cryls (voir partie exp&imentale). 

BIBLIOGRAPHIE 
‘P. S. Forgione, Brewt allemond No. 2,104,810,19 aoQt 
1971; Chem. Absrr. 76, 11, 590 n (1972) 

‘R. Epton, J. V. McLaren et T. H. Thomas, Biochem. 1. 
123, 21 p. (1971) 

‘E. C. Chapin et R. F. Smith, Brevet omtricoin No. 
2,817,651,24 dtc. 1957; Chem Abstr. 52,5888a (1958) 

‘P. K. Sengupta, A. R. Mukherjee et P. Ghosh, J. Macro- 
mol. Chem. 3,481 (1966) 

‘M. M. Koton, T. A. Sokolova, M. N. Savitskaya et T. M. 
Kiseleva, Zhur. Obshchei Khim. 28, 417 (1958) 

6E. J. Devellez et D. R. Johnson, Comp. Biochem. Phy- 
siol 24. 661 (1968) 

‘E. Brown, A. Racois et H. Gueniffey, Bull. Sot. Chim. 
4341 (1971) et rtftrences cittes 

“F. A. Bovey et G. V. D. Tiers, 1. Polymer Sci. 44, 173 
(1960) 

‘K. Matsuzaki, T. Uryu et K. Ito. hfakromol. Chem. 126, 
292 (1%9) 



682 E. BROWN et A. RACOIS 

‘“E. Brown et A. Racois, BuU. Sot. Chim. 12.4351 (1971) 
(et references citees) 

“E. B. Ong. Y. Tsang et G. E. Perhnann, 1. Biol. Chem. 
241,x61 (1966) 

“N. Fornstedt, L. Sondberg, G. Eklund, R. Axen et J. 0. 
Porath. Brevet allemand No. 2,102,514, 29 Juillet 1971; 
Chem. Abstr. 75, 105, 551 g (1971) 

“G. W. Jameson et D. T. Elmore. Biochem. 1. 124. 66 
(1971) 

“E. Brown et A. Racois, Tetrahedron Letters 1047 (1971) 
“1. H. Silman et E. Katchalski. Ann. Rec. Biochem. 35, 

part II. 873 (1966) 
‘&H. R. Manler et E. H. Cordes, Biological Chemistry. p. 

12, Harper et Row, London (1967) 
“A. Bar-Eli et E. Katchalski, .I. Biol. Chem. 238, 1689 

(1963) 
‘*C. E. McDonald et A. K. Balls, 1. Biol. Chem. 229, 69 

(1957) 

“0. W. Lowry, N. J. Rosebrough, A. L. Farr et R. J. 
Randall, J. Biol. Chem. 193, 265 (1951) 

30M. A. Mitz et L. J. Summaria, Nature 1.89, 576 (1961) 
“R. Axen et J. Porath, Nature 210. 367 (1966) 
“J. Gryszkiewicz, Folio Biologica 19, 119 (1971) 
“L. Goldstein, M. Pecht, S. Blumberg, D. Atlas et Y. 

Levin, Biochemistry 9, 2322 (1970) 
“W. Brununer, N. Hennrich. M. Klockow, H. Lang et H. 

D. Orth, Europ. 1. Biochem. 25. 129 (1972) 
*‘I. A. Arbuzova, L. J. Medvedeva et S. A. Plotkina, Zhur. 

Obshcheikhim. 26. 1127 (1956) 
“J. Heyboer et A. J. Staverman, Rec. Trao. Chim. 69,791 

(1950) 
nE. L. Martin, Brevet am&icain No. 2929,710, 22 mars 

1960; Chem. Abstr. 54, 12,850 (1960) 
=M. Ringsdorf et G. Greber, Mukromol. Chem 31. 27 

(1959) 
“0. Folin et V. Ciocalteu, J. Biol. Chem. 73, 627 (1927) 


