
T&&&on Vol. 30. pp. 683 lo 688. Perpamon Press 1974. Printed in Gra.1 Britain 

ENZYMES IMMOBILISEES-V 

EMPLOI DES VANACRYLS DANS LA PREPARATION DE 
NOWEAUX DERIVES INSOLUBLES DE L’UREASE” 

E. BROWN et A. RACOIS 
Laboratoire de Synthitse Organique, FacultC des Sciences, B.P. 535,72017-Le Mans Cedex, France 

(Received in France 4 May 1973; Received in the UK forpublication 8 October 1973) 

Abstract-The polyaldehydic vanacryls were successfully used for immobilizing urease according to 
the probable scheme: Pol-CHO + H,N-Enz -Pol<H=N-Enz. The urease derivatives thus 
obtained were both water-insoluble and biologically active. The ratios of residual enzymic activity 
were found to vary in the range 44-596 for a fixation ratio of 55-72s with regard to the amount of 
enzyme used in the immobilization reaction. 

Un certain nombre de combinaisons insolubles 
u&ase/support macromokulaire sont actuelle- 
ment connues (voir par exemple’d). Dans plusieurs 
cas le support macromokulaire ‘@o&de des 
groupements diazofques’.’ qui rkagissent sur les cy- 
cles phknoliques de la tyrosine contenue dans I’en- 
zyme selon une rtaction de copulation classique. 
Ces d&iv& insolubles contiennent de 15 g 60 mg 
d’enzyme pour 100 mg de support et I’activitC en- 
zymatique rtsiduelle est la moitik de celle de 
I’urkase initiale.’ L’urkase a kgalement et6 
enfermke dans de petites capsules semipermtables 
de polystyrtne, d’tthylcellulose ou de silicones. 
L’activitC rksiduelle des combinaisons ainsi ob- 
tenues est environ le sixitme de celle de l’urtase in- 
itiale utilisCe.” On a soulignk rtcemment I’indr& 
que pouvait presenter une urease immobiliske, 
notamment dans la construction des reins artifi- 
ciels’ et dans le dosage en continu de I’urke.’ 

En ce qui nous concerne, nous avons d&it” un 
nouveau type d’urkase immobiliske, obtenue en 
faisant rkagir cette enzyme sur des 
polymkthacrylates d’w-iodo n-alcoyle (Poliodals). 
En utilisant 50 mg d’enzyme pour un gramme de 
polymtre, nous avons obtenu des fixations de 10 S 
15 mg d’urkase, I’activitt enzymatique rksiduelle 
(AER dans la suite) variant suivant les cas de 25 B 
75% de I’activitk spkifique originelle. 

Le p&sent travail 
Dans le but de p&parer d’autres types d’enzymes 

insolubilides, nous nous sommes propose d’utiliser 
des supports macromokulaires diffkrents de ceux 
utilisks jusqu’g prksent et dont nous avons dkja 
indiquC les prkparations.’ Ces polymtres sont des 
polymkthacrylates de vanilline (Vanacryls) ou des 
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copolymkres de mtthacrylate de vanilline et d’al- 
cool allylique (Covanacryls). IIs comportent par 
condquent des chafnes la&ales terminees par des 
groupements aldthydes aromatiques susceptibles 
de r6agir en milieu aqueux aver les groupements 
-NH* 11bres des enzyme8” suivant le Schema 
probable: 

Pol-CHO + H,N-Enz+ Pol--CH=N-Enz 
(insoluble) (soluble) (insoluble) 

Dans la suite du texte, les copolym&res utilisCs 
seront dCsignCs sous les noms de Covanacryls-1,2, 
3 et 5 respectivement, les demiers chiffres indi- 
quant le nombre de moles de “mkthacrylate de van- 
illine” utiliskes par mole d’alcool allylique dans la 
prkparation du copolymkre. 

Prkparation d’urkase insolubilisde. Nous avons 
fait rCagir I’urkase sur le Vanacryl et les Covanac- 
ryls en solution tampon phosphate 0.2 M ZI pH = 
7.5. Aprts un temps de contact de 24 h, les d&k&s 
insolubles obtenus ont &k filtrts et la&s avec une 
solution M de NaCl puis avec de I’eau (jusqu’g ce 
que le demier filtrat ne prksente plus d’activitt en- 
zymatique dkelable) et enfin conservks B froid soit 
iI I’ttat set, soit en suspension dans I’eau distillke. 

Mesure de l’activite’ des combinaisons insolubles 
w&use-support. L’activitC de ces d&iv& insolubles 
de I’urt?ase a et6 mesurke par dosage colorimktrique 
du carbonate d’ammonium form6 par hydrolyse en- 
zymatique de II&e.” 

Une courbe d’ktalonnage de l’activitt enzymati- 
que en fonction de la masse d’enzyme utiliste a &t 
tracCe (voir Partie Exptkimentale) pour l’urease in- 
itiale dans des conditions optratoires identiques B 
celles utiliskes pour ses d&iv& insolubles, ce qui a 
permis de calculer la masse m, d’urtase native 
ayant la m&me activitk que le d&iv6 insoluble. La 
masse m2 d’urkase non fixke sur le polymtre et 
prksente dans les filtrats provenant de la reaction de 
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fixation a ttC dCterminCe par incubation avec une 
solution d’uree dans les memes conditions que 
l’urkase native. Pour calculer m2, nous avons admis 
que l’urease des filtrats avait conserve son activite 
originelle. La masse m, d’urease fixke sur le 
polymtre est don&e par la difference m, = mo - m2, 
mo representant la quantid d’urease mise en 
presence du polymere en vue du greffage. L’activite 
relative r du derive urease-support vis-a-vis de 
l’urease de depart est donnee par le rapport r = 
ml/ml. Les masses nt,, d’urease utilisee pour la fixa- 
tion ttaient de IO mg pour 100 mg de polymtre set 
ou prealablement “humidifi6” dans le tampon 
phosphate. 

Nous avons constate que pour un meme support 
macromoleculaire, la masse d’enzyme fixke aug- 
mente sensiblement quand le polymere utilise est 
prtalablement humidifie dans la solution tampon 
phosphate. De meme, l’activite enzymatique 
residuehe (AER dans la suite du texte) des derives 
obtenus est nettement plus tlevee quand ceux-ci 
sont conserves en suspension dans l’eau plutot 
qu’a l’ttat sec. Apres avoir et6 maintenus en sus- 
pension dans l’eau pendant 8 jours, les derives av- 
aient senstblement la meme activite que lors de leur 
preparation. L’introduction dans les polymeres de 
fonctions alcool augmente d’abord le taux de fixa- 
tion et l’activite enzymatique residuelle (AER), 
mais trop de monombre alcool dans le m&urge B 
polymkriser (dent rkltent les covanacryls) fait en- 
suite dtcroitre le taux de fixation sans modifier 
I’AER (Tableau D, Partie Ex&imentale). 

Nous avons mesure I’activite de l’urease initiale 
et celle dune combinaison m&se/support en fonc- 
tion du pH, ce qui a conduit a tracer deux courbes 
en clothe indiquant une activite maximale B pH 7, 
mais avec une plus faible pH-dependance de 
l’activite pour le derive que pour I’enzyme native 
(Fig 1). Dune man&e gCnCrale, ainsi qu’il est in- 
dique en detail dans la Partie Expkimentale, nous 
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avons constat que le taux de fixation de l’u&ase, 
par rapport a la masse d’enzyme mise en oeuvre, 
variait de 55 9 72% pour une activitt residuelle 
(AER) comprise entre 44 et 55%. 

Afin de determiner la quantite approximative 
d’urease fixee sur le support par simple physisorp- 
tion,“.” nous avons fait incuber dans les conditions 
habituelles une solution tampon&e de 100 mg 
d’urease en presence de 100 mg d’un polymere 
dtpourvu de groupements fonctionnels reactifs, le 
polymethacrylate de gdiacol. Ce polymere deja 
d&it* a et6 prepare de la m&me facon que les Van- 
acryls, afin qu’il ait une tacticite et un degre de 
polymerisation comparables aux precedents. Nous 
avons ainsi constate que 10% de I’mCase initiale re- 
staient assez fortement adsorb& sur ce polymbre 
non reactif, ce qui est en accord avec les r&hats 
observes dans le cas de la trypsine et du 
polymethacrylate de n-butyle.’ De plus, ni l’enzyme 
physisorbee, ni I’enzyme presente dans les f&rats, 
n’avaient &C denaturees de facon sensible au tours 
de I’operation. Ce dernier resultat justifie nos cal- 
culs precedents de la masse d’enzyme fixk ml = 
nb-mml. 

Nous avons ensuite cherche a reahser des fixa- 
tions de quantites plus importantes d’enzyme sur 
nos polymeres en utilisant 50 mg d’urkase pour 100 
mg de polymere. Nous avons ainsi fix6 14 mg (28%) 
d’enzyme et le derive obtenu prtsentait une AER 
de 50%, proche par consequent de celle des autres 
derives. 

Nous avons fait passer en continu et a faible 
debit (voir Partie Expkrimentale) tme solution 
d’ur6e a 2 g/l, tampon& iI pH = 7.5 dans une col- 
onne thermostat&. B 30” et contenant une “urease 
insolubilide” mClang6e a de la celite servant de 
support et de ralentisseur de debit. Nous avons 
mesure, tous les jours et pendant une semaine, la 
quantite d’uree transformte en carbonate d’am- 
monium, ce qui a conduit a tracer une courbe don- 
mutt I’AER du derive en fonction du temps. Nous 
avons ainsi obtenu une courbe indiquant une perte 
rapide d’activite du dCrivt les premiers jours, avec, 
aprbs sept jours d’utilisation continue, une diminu- 
tion de plus de 90% (Fig 2). 
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Dans une colonne identique B la precedente et 
dans les memes conditions optratoires, nous avons 
fait passer B faible debit une solution tamponnke 
d’ur& B 0.5 g/l sur une qua&M plus importante de 
derive insoluble. En dosant la solution tcoulte, 
nous avons constate que pendant trois jours, toute 
I’uree mise en solution avait et6 transformee en car- 
bonate d’ammonium. 

Nous avons mesure chaque semaine I’activitt 
d’un meme derive insoluble de I’urtase obtenu a 
partir du Vanacryl et conserve en suspension dans 
I’eau a 2”, ce qui a conduit a tracer une courbe de 
I’AER en fonction du temps. La droite obtenue in- 
dique qu’apres six semaines de conservation, le 
derive a perdu plus de 85% de son activite originelle 
(Fig 3). 
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Conclusion 
La fixation sur les Vanacryls et Covanacryls de 

I’urtase par ses groupements basiques reactifs 
fournit des derives insolubles dans I’eau. L’activite 
enzymatique residuehe (AER) des derives obtenus 
parait dtpendre assez peu du nombre de groupe- 
ments hydroxyles presents dans les differents 
Covanacryls utilids; par contre, la fixation d’en- 
zyme augmente comme le nombre de groupements 
aldehydes presents. Les Covanacryls semblent plus 
avantageux que les polymethacrylates d’iodo- 
alcoyle utilises precedemment,’ aussi bien du point 
de vue de la fixation que de I’AER des derives ob- 
tenus. Une fraction non negligeable d’enzyme sem- 
ble etre fixee par simple physisorption, ce qui exige 
des lavages importants et rep&es du derive insolu- 
ble si on desire que I’activite de ce demier reste 
constante au tours de son utilisation dans des 
reactions enzymatiques ulterieures. 

Les derives obtenus, plus stables que I’urease 
soluble initiale, peuvent itre utilises avec succts 
pour des reactions enzymatiques en continu pen- 
dant plusieurs jours de suite. 

Enfin, la comparaison des presents resultats avec 

certains de ceux indiquCs dans la litterature (et que 
nous avons rappel& brievement au debut de cet 
expose) montre que les derives insolubles de 
l’ur6ase obtenus B partir des Vanacryls presentent 
des proprietes analogues B celles de la plupart des 
derives correspondants prepares par d’autres au- 
teurs selon des mtthodes difTtrentes. 

PARTIE EXPERIMENTALE 

Fixation de l’utiase sur le polym&hacrylate de vanilline 
(Vanacryl) 

Dans une fiole conique de 25cm’, on agite 
magnetiquement a 4” ou 20“. pendant 24 ou 48 h, une sus- 
pension de 100 mg de polymere’ et de 10 mg d’urease de 
Sigma darts 5 cm’ d’une solution tampon phosphate 0.2 M 
B pH = 7.5. Les derives insolubles sont stpar& par fih.ra- 
tion puis IavCs soigneusement en plusieurs fois sur verre 
fritte no 3 (Prolabo) avec une solution de chlorure de 
sodium M (total: 50 cm’), puis avec de I’eau distillte (total: 
45 cm’). Les filtrats sont rassemblts (100 cm’ au total) et le 
derive insoluble est conserve a 2” soit ?I I’ttat sec. soit en 
suspension dans 20 cm’ d’eau distillee. 

Mesure de l’activitt! de l’urkase en solutions standard 
(selon le mime protocole ophatoire que celui utilist! par la 
suite pour mesurer l’activitk a’es dhivt?s insolubles 
urhse-support et de l’udase non fixke) 

A x cm’ de solution A obtenue en m&mgeant 5 cm’ de 
solution tampon phosphate O-2 M (PH = 7*5), 50 cm’ de 
chlorure de sodium M et 45 cm’ d’eau distillbe. on ajoute 
une quantite y cm’ d’une solution B obtenue en dissolvant 
IO mg d’urease dans 100 cm’ de solution A, de telle fagon 
que x + y = 10 cm’ de solution C. La solution B est IaissCe 
24 h a 2” avant son utilisation. 

Dans un b&her de 50 cm’ muni d’une agitation 
magnttique, on place les IO cm’ de la solution C B la 
temperature de 30” et on ajoute 20 cm’ d’une solution 
d’uree a 2 g/l, a la meme temperature. Apres 5 min d’in- 
cubation a 30”, on verse 0.5 cm’ d’acide chlorhydrique 0.1 
N pour dttruire I’enzyme. On obtient ainsi 30.5 cm’ de 
solution D. 

On place 0.2cm3 de solution D dans la cuve d’uo 
spectrophotombtre Beckmann. auquel on ajoute 3 cm’ 
d’eau distilled et 0.5 cm’ de rdactif de Nessler.” On mes- 
ure I’absorbance de cette solution E ?I 490 nm, ce qui 
permet de tracer une courbe d’ttalonnage de I’absorbance 

PH - 7.5-7.7 

O-40 

1 

hose dons 100cm3 de solution C, mg 

Fig 4. 
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en fonction de la masse d’ur&se utilis& en prenant I’eau 
distill& comme rCfCrence; la courbe obtenue est rec- 
tiligne (Fig 4). 

Apr&s filtration sur verre frittk no 3, la solution B 
pr&ente la m&me activitk: il n’y a pas de d&activation par 
liltliMiOD. 

Mesure de l’octiuit~ des &iw% insolubles et de l’urtase 
non @?e 

Un dixitme de la masse du derive s&zhC est mis’en 
suspension dans IO cm’ de solution A. Aprts 30 min 
d’agitation magndtique & 30”. on optre comme ci-dessus. 
Pour doser I’activitt des dtrivCs conservb en suspension 
(voir cidessus). on agite magn&iquement ceux-ci pendant 
30 min B 30”. puis on verse., dans un b&her de 50 cm’, 2 
cm’ (soit l/10) de cette suspension, auxquels on ajoute 
8 cm’ de solution A (total 10 cm’). On obtient ainsi 10 cm’ 
de solution C (voir cidessus). 

Apr&s addition d’acide chlorhydrique, la suspension ob- 
tenue dans I’un ou I’autre cas est filtie et le filtrat 

r&up&t est do& par colorimCtrie selon la m&hode 
habituelle. 

Le. liltrat contenant I’urCase non fix& et constitut par 
100 cm’ d’une solution d’urCase dans la solution A. On 
prend IO cm’ (soit l/IO) de ce filtrat et I’on mesure son 
activitC en admettant que I’activitC sp&cifique de I’urtase 
non fixee n’a pas &e mod&% par la prCsence du polymtre 
(ce qui est d’ailleurs dtmontrC plus loin). 

Dans les tableaux ci-aprts, qui rassemblent les rtsultats 
obtenus, m, est la masse d’urCase native ayant m&me 
activitC que le dCrivC insoluble considtrt, ml est la masse 
d’udase non fix& sur le polymtre et prCsente dans les 
filtrats. La masse m, d’urease fixCe sur le polymtre est 
don& par la diffCrence m, = (m, - m&ng, ofi mo est la 
masse d’enzyme mise en jeu. Les masses m, et nh sent 
d&ermin&s d’aprts la courbe d’absorbance ci-dessus. 
L’abr&iation Ab reprCsente I’absorbance. L’activite rela- 
tive r du dCrivC urkase/support par rapport in I’urCase de 
dCpart est don& par le rapport r = (m&n,- m,)) = 
(m,/m,) . (r x 100 reprtsente I’AER du dbrivt). 

(A) Fuation surpolymkre skchb D&S conserut ci l’htat sec. (III, = IO mg) 

Polymere 

ml m2 
Temps de &action 

(Temfirature) Ab. mg Ab. mg 

Vanacryl 24 h (4”) 0.145 1 0.17 6.2 3.8 27 
Covanacryl-5 24 h (4”) 0.07 0.25 0.17 6.2 3.8 7 

(B) Fixation sur polymke prtklablement humidifik pendant 24 h. DerivC conserve d 
1’Pat sec. (m, = IO mg) 

Polymere 

ml ml 
Temps de reaction 

(et tempkrature) Ab. mg Ab. mg zi rx1OO 

Vanacryl 24 h (4”) 0.075 0.3 O*lS 5.5 4.5 7 
Covanacryl-5 24 h (4”) 0.085 0.4 0.165 6 4 10 

(C) Fixation sur polymLre prtklablement humid@ pendant 24 h. LXrivi conserve en 
suspension dons l’eau. (m, = IO mg) 

Polymtre 

ml m2 
Temps de rtaction 

(et temperature) Ab. mg Ab. mg 2 rxlO0 

Vanacryl 24 h (4”) 0.145 2.5 0.13 4.3 5.7 44 
Vanacryl 48h (40) 0.145 2.5 0.13 4.3 5.7 44 
Vanacryl 48h(20”) 0.10 1.4 0.155 5.5 4.5 31 

Ces d&iv& ant conservt la r;liZme activitC apr&s 8 jours de stockage en suspension & 
2”. 

(D) Fuation sur divers copolymlres dans les m.?mes conditions que ci-dessus (C) 

ml ml 
Temps de rCaction 

Polymere (et temp&ature) Ab. mg Ab. mg 1; rx IO0 

Vanacryl 24 h (4”) 0.145 2.5 0.13 4.3 5.7 44 
Covanacryl-5 24 h (4”) 0.195 3.8 0.10 2.8 7.2 53 
Covanacryl-3 24 h (4”) 0.18 3.4 0.12 3.8 6.2 55 
Covanacryl-2 24 h (4”) 0.19 3.2 0.13 4.2 5.8 55 
Covanacryl-1 24 h (4”) 0.165 3 0.135 4.5 5.5 54.5 
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(E) Fixation d’unc masse plus grande d’urkase (m, = 50 
ms) 

La fixation se fait dans les conditions habituelles sur 
IO0 mg de polym&e, mais on lave avec quatre fois plus de 
solution de chlorure de sodium et d’eau distillCe. Rkdtats 
obtenus : Polym&e: Covanacryl-3; Temps et temptrature 
de fixation: 24 h in 4”; mr = 3.5 mg; m2 = 4.5 mg; Masse 
fixee = 14 mg (taux de fixation = 28%); AER = 50%. 

(F) Adsorption d’ur&zse sur le polymilhacrylate de 
gaiacol 

Le polymCthacrylate de gai’acol est mis en prCsence 
d’urease dans les memes conditions operatoires que pour 
les Vanacryls utilists ci-dessus. La masse de polymi?re 
mise en oeuvre est de 100 mg et la masse d’urtase de IO 
mg. Pour mesurer I’activitt enzymatique du d&i& on 
prend l/4 de la suepension au lieu de l/IO habituellement: 
la valeur m, trouv6e doit &re divis6e par 2.5 pour 
rep&enter la masse M d’urtase ayant meme activitC que 
le d&iv& m, est la masse d’urkase fixCe par physisorption. 
Rt?sultals obtenus: Polym&re: Polym&hacrylate de 
gdiacol; Temps et tempkrature de fixation: 24 h B 4”: 
m, = 2.7 mg (Absorbance = 0.10); m,=9mg 
(Absorbance = 0.225); Masse fix&e: m, = I mg (Taux de 
fixation par physisorption = 10%). M = (mJ2.5) = I mg. 

(G) AcGvik% comparees d’un de’rivl insoluble 
urkaselcovanacryl-2 et de l’urkase soluble en fonction du 
PH 

On met 2 cm’ (soit l/IO) d’une suspension de dtrivC in- 
soluble urkase-covanacryl-2 (prCparC selon le paragraphe 
D), en contact avec 8 cm’ d’une solution tampon phos- 
phate O-2 M permettant de fixer le pH du mtlange. On 
agite IO min g 30” puis on ajoute 20 cm’ d’urke & 2 g/l aux 
memes temptrature et pH. On laisse incuber 5 min g 30” 
puis on ajoute 0.5 cm’ d’acide chlorhydrique 0.1 N et on 
tiltre sur verre frittt. L’activitC est mesurte comme 
prtcCdemment pour les solutions-standard. On observe 
une activite maximale g pH = 7 comme pour I’urease (5 
mg dans 100 cm’ de solution A) &udiCe dans les memes 
conditions opCratoires. 

L’activitC relative r du d&i& insoluble aux diffCrents 
pH a et6 calculCe comme &ant le rapport entre la masse m 
d’u&se native ayant la m&me activitC B pH = 7.5 que le 
d&iv& au pH consid& et la masse correspondante 
trouvCe pour ce meme dCrivt g pH 7. On fait de mEme 
pour I’urCase soluble. 

PH Absorbance 

6 
urtase 
dtrivt 

6.5 
urbase 
d&iv& 

7 
u&se 
d&iv6 

7.5 
ur6ase 
dtrivt 

8 
urtase 
dtrivt 

0.145 
0.21 
0.20 
0.235 
0.25 
0.25 
0.22 
0.23 
0.19 

5 49 
8.2 80 
7.7 75 
9.5 93 

IO.2 100 
10.2 100 
8.7 85 
9.2 90 
7.3 71 
7.7 75 

(Pour les courbes r = f(pH) voir partie thhrique). 

Colonnes d’uriase insoluble. 
Dans une colonne en verre, thermostatte B 30”. on dis- 

pose entre deux couches minces de sable de Fontaine- 
bleau une couche de 6Omg de dtrivt insoluble 
ur&se/vanacryl m&u@ & 3.5 g de ctlite, et on fait per- 
coler une solution d’ur& B 2 g/l (tampon phosphate 0.02 hi 
B pH 7.5). 

Pour mesurer I’activitt de la colonne (dont le dtbit n’est 
pas constant) on collecte la solution qui s’tcoule en IO 
min. Puis on prend I cm’ de cette solution, auquel on 
ajoute 9 cm’ de solution A (ce qui donne IO cm’ de 
solution B). On dose ensuite selon la mtthode habituelle 
et on obtient ainsi la masse M d’enzyme produisant la 
mime absorption que I cm’ de solution. Pour trouver la 
masse d’enzyme ayant la m&me activitt que la colonne, on 
multiplie la valeur ci-dessus par le volume &oulC en IO 
min (dtbit). 

Masse 
Temps Wit Absorb d’ur6as.e Wbit x r 

(h) (cm’/lOmin) ante M (mg) Masse M (%) 

6 
18 

s 
72 
96 

I20 
I44 
168 

2.6 0.25 10.2 26.5 100 
2.6 0.20 7.8 20.3 76 
2.6 0.20 7.8 20.3 76 
1.8 0.15 5.3 9.5 36 
1.8 0.12 3.8 6.8 26 
I.6 0.095 2.5 4 15 
I.6 0.08 I.8 2.9 11 
I.5 0.07 I.3 I.95 7 
1.5 0.06 0.8 1.2 5 

(Pour la courbe r = f(t), voir partie th&ique) 

On a dost g nouveau les premiers tluats obtenus apr&s 
les avoir conservts 24 h ii 4”et on a trouvt les mEmes val- 
eurs qu’au depart: il n’y a done pas eu de passage de 
I’urtase fixte dans I’tluat. 

Dans une seconde colonne identique ii la premitire, on 
dispose une couche de 100 mg de dtrivt insoluble obtenu 
B partir de Covanacryl-5 m&ngt B 3.5g de ctlite au 
travers de laquelle on fait percoler pendant 3 jours de 
suite une solution d’ur& & 0.5 g/l (tampon phosphate 0.02 
M B pH 7.5) et maintenue ?I 30”. Par dosage de l’tluat on 
constate que I’ur& en solution est inttgralement 
transformte en carbonate d’ammonium. 

Le dtbit moyen &ant sensiblement de 12cm’/h, la 
colonne permet la transformation de 1 mM d’ur&h et 
par gramme de dtrivt insoluble. 

AclivitC en fonction du temps de stockage 
On a mesurt selon la mtthode habituelIe I’activitt en- 

zymatique d’w dtrivt insoluble d’urtase, obtenu h partir 
de Vanacryl, et conservt en suspension dans I’eau 
distillte g 4”. On trouve ainsi la masse M d’urtase soluble 
ayant la m&me activitt que le dtrivt. Si on appelle r le 
pourcentage d’activitt du dtrivt par rapport g I’activitt 
originelle, on a r = 0 au temps t = 0. La courbe r = f(t) a 
CtC donnte en partie thtorique. 
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