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Aux d6buts d'une 6tude comportant  des d6terminations fr6quentes et syst6matiques 
d'activit6 prot6olytique, nous nous sommes efforc6s de mettre au point une m6thode de 
dosage simple et rapide, en utilisant la coagulation du lait provoqu6e par l 'action de la 
pr6paration enzymatique que nous 6tudions. La coagulation du lait, couramment 
employ6e pour la d6termination de la pr6sure 1, 8, a 6t6 aussi utilis6e comme moyen rapide 
d'6valuation quanti tat ive d 'un certain nombre d 'autres enzymes prot6olytiques, tels 
que la chymotrypsine 3, la pepsine 4, la papa'ine s, la prot~inase de Streptocoques A e. A vrai 
dire, tolls les enzymes prot6olytiques, sur lesquels on a fait l'exp6rience, provoquent,  
dans des conditions plus ou moins particuli~res, la coagulation du lait et inversement, 
tous les enzymes provoquant cette coagulation, poss~dent aussi une activit6 prot6olyti- 
que 7. Cependant la propri6t6 coagulante n 'a  jamais 6t6 largernent utilis6e comme moyen 
de dosage des enzymes prot6olytiques. L'h6t~rog6n6it6 du lair e n t a n t  que substrat  de 
la r6action enzymatique et l ' incertitude sur le m6canisme et sur la nature m~me de la 
r6action provoquant  la coagulation, sont 6videmment les causes de cette m6fiance. 
Mais il est clair que ces consid6rations ne constituent pas une difficult6 pour l 'application 
de cette m6thode, k condition que: 

I. I1 soit montr6 que dans les conditions exp6rimentales choisies, et dans de larges 
limites de concentration d'enzyme, la variable qu'on mesure et les quantit6s d 'enzyme 
qu'on dose sont reli6es par une fonction simple et continue. 

2. I1 soit d6montr6 dans chaque cas particulier que coagulation du lait et hydrolyse 
de liaisons peptidiques directement observ6e sur un substrat  prot6ique homog~ne, sont 
deux manifestations parall~les et indissolubles de ractivit6 d 'un m~me enzyme. 

La premiere de ces conditions n 'a  jamais 6t6 stfictement observ6e dans les m6thodes 
cit6es. Faute d'une relation ]in6aire entre la quantit6 d 'enzyme et le temps de coagula- 
tion, on est toujours r6duit en d6finitive par ces techniques k 6valuer l 'enzyme par le 
degr6 de dilution auquel on dolt porter l'6chantillon pour provoquer la coagulation dans 
un temps pr6alablement choisi. Ceci rend le dosage peu pr6cis et limite sa sensibilit6 k 
la quantit6 minimum d'enzyme qui provoque la coagulation dans un temps assez court 
pour que la m6thode reste utilisable. 

Par  la technique que nous d6crivons dans ce travail  et dans le cas particulier de la 
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prot6inase bactfrienne que nous 6tudions, il nous a 6% possible de mettre au point une 
m6thode de d6termination par la coagulation du lait, laquelle, compar6e ~ celle classique, 
bas6e sur ~'6valuation des produits d'hydrolyse d'une prot6ine, solubles dans l'acide 
trichlorac6tique, est beaucoup plus rapide, 6galement pr6cise, et sensible tt des quantit6s 
d 'enzyme au moins 2oo fois plus petites. Apr~s avoir d6montr6 que notre m6thode 
r@ond aux conditions pr6cit6es, nous 6tudions l'influence sur le r6sultat des analyses, 
d 'un certain nombre de facteurs pouvant  varier au cours de nos recherches. En fait, la 
technique que nous d6crivons a 6t6 61abor6e pour servir ~ notre cas particulie~, mais 
nous pensons qu'un certain nombre de nos observations peut ~tre utile aussi ~ l 'applica- 
tion de la m6thode ~ d 'autres enzymes et ~ d 'autres conditions d'exp6rience. 

MATI~RIEL ET TECHNIQUE 

Enzyme .  La  solu t ion  e n z y m a t i q u e  util is6e est  le boui l lon de cu l tu re  de Coccus ps  apr~s croissance 
de 24 heures  A 26 °. Les propri6t6s  gdn~rales de la pro%inase  p rodu i te  pa r  cet  o rgan isme on t  6t6 
d6cr i tes  a i l leurs  s,9. La  compos i t ion  exac te  du boui l lon de cul ture  et  les pr6cisions sur la souche 
bac t6r ienne ,  a insi  que sur les condi t ions  de culture,  sont  donn6es dans  le deuxi~me t r a v a i l  de ce t te  
s6rie 1°. Le boui l lon  de cul ture  est  d6barrass6 des corps bact~r iens  par  cen t r i fuga t ion  ~ o ° e t  add i t ionn6  
de m e r t h i o l a t e  (IOO/~g/ml) pour  6vi ter  t o u t  d6ve loppement  microbien.  Le p H e s t  a jus t6  ~ la  va l eu r  
d6sir6e p a r  add i t i on  6ventuel le  de HC1 et  les d i lu t ions ,  lorsqu 'e l les  sont  n6cessaires,  sont  fa i tes  pa r  
une so lu t ion  de CaC12. IO -a M dans  de l ' eau  distill6e. 

Lair. Ce que nous appe lons  " l a i t "  est  une dispers ion de poudre  de la i t  dans  une so lu t ion  t ampon .  
L a  poudre  de la i r  es t  un  p rodu i t  commerc ia l  ob tenu  en s6chant  ~ basse t e m p 6 r a t u r e  du l a i t  ~cr6m6 
(proc6d6 SPRAY). NOUS avons  ut i l is6 un 6chant i l lon  de p r odu i t  "Ga l l i a "*  et  deux  de " L a c t a s o l " * * .  
Le t a m p o n  est  un m~lange dans  des p ropor t ions  va r i ab les  selon le p H  qu 'on  v e u t  obteni r ,  de so lu t ions  
6.6. lO -2 M d 'ac ide  cacodyl ique  et  de t r i6 thano lamine .  La  solut ion t a m p o n  con t i en t  CaC12. 3 - lO -2 M. 
L a  dispers ion de la poudre  de l a i t  est  r6alis6e ~ l ' a ide  d 'un  m61angeur 61ec~rique. Le p H  donn6 est  
celui  du " l a i r " .  Nous donnons  ici la compos i t ion  du " l a i t "  s t a n d a r d  ~ 1 %  c o u r a m m e n t  ut i l is6:  

p H  7.7 p H  5.8 

Acide cacodyl ique  6.6. Io  -2 M 4 ° m l  7 ° m l  
T r i6 thano lamine  6.6. lO -2 2~I 60 ml 3 ° ml  
CaClz 3 M I ml  I ml 
Poudre  de la i r  i g i g 

Conserv6 /~ 37 ° p e n d a n t  24 heures,  ce " l a i r "  ne p e r m e t  pas  de p ro l i%ra t ion  bac t~r ienne  et  ne 
coagu le  pas. Son c o m p o r t e m e n t  ~ la coagu la t ion  e n z y m a t i q u e  ne sub i t  pas  de c h a n g e m e n t  apr~s 
8 heures  de conse rva t ion  ~ la  glaci~re. 

Test  de coagulation. Le tes t  de coagu la t ion  est  fair X 37 ° (4- o. i) .  5 ml  de " l a i t "  sont  pr6chauff6s 
~. 37 ° p e n d a n t  i o  minutes .  On a joute  0. 5 Inl de so lu t ion  e n z y m a t i q u e  et  on observe la coagu la t i on  
s u i v a n t  la  m6thode  de BERRIDGE i qui  consis te  ~ r6aliser  ~ l ' a ide  d ' u n  a g i t a t e u r  un  film de l iqu ide  
sur  la  pa ro i  du t u b e  ~ essais e t  /~ d~te rminer  v i sue l l emen t  l ' i n s t a n t  o~1 appa ra i s s en t  des pa r t i cu les  
h6t6rog~nes.  

Dosage de l'activitd protdolytique. L ' a c t i v i t 6  p ro t6o ly t ique  est  tes t6e sur  la cas6ine pa r  une des 
m6thodes  hab i tue l l e s  n .  Cet te  m6thode  est  bas6e sur  le dosage de la ty ros ine  con tenue  dans  la  por t ion  
de pro t6 ine  r endue  soluble  dans  l ' ac ide  t r ichlorac~t ique ,  apr~s ac t ion  h y d r o l y t i q u e  de l ' enzyme.  Le 
s u b s t r a t  es t  une so lu t ion  de cas6ine 2 .4% ~ p H  8 dans  du t a m p o n  bora te  5" IO 2M ,  c o n t e n a n t  
CaC12 lO -2 M. La  prot~olyse  est  fa i te  ~ 250 sur  un  m~lange de 12. 5 ml  de s u b s t r a t  e t  de 2. 5 ml  de 
so lu t ion  e n z y m a t i q u e .  Dans  des l imi tes  de t e m p s  tel les  que la c in~t ique de la r6act ion  reste  d 'o rdre  
z6ro, on pr61~ve des pr ises  de 3 ml don t  on pr6cipi te  la  por t ion  de prot6 ine  non hydrolys6e,  par  
2 ml  d ' ac ide  t r i ch lo rac6 t ique  /~ 12.5 %. On filtre apr~s 2 heures  e t  sur 0. 5 ml  du f i l t ra t  on d~termine  
la  ty ros ine  pa r  la  r6act ion de Fol in  et  Ciocal teu s u i v a n t  la t echn ique  de SUTHERLAND et coll. 12.**. 

* Soci~t6 La i t i6 re  "Ga l l i a " ,  Longuev i l l e  sur  Scie. 
** Compagn ie  La i t i~re  I ndus t r i e l l e  de N o r m a n d i e  - -  Chef du Pont .  

* * *  Nous  avons  appor t6  ~ ce t te  m6thode  la modi f ica t ion  s u i v a n t e :  3 ° m i n u t e s  apr~s l ' a d d i t i o n  du 
r6act i f  de Folin,  on s tabi l i se  la co lora t ion  pa r  add i t i on  de 5 ml d 'une  so lu t ion  de sulfi te de sod ium 
2. 5 %. Nous  remerc ions  L. Colobert  pour  nous avoi r  conseill6 ce t te  modif ica t ion .  
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Les  uni t6s  arb i t ra i res  de pro t6 inase  son t  donn6es  pa r  la quan t i t 6  de ty ros ine  lib6r6e pa r  ac t ion  de 
l ' enzyrne  dans  les condi t ions  d6crites, ~ savoir :  

i uni t6  p ro t6o ly t ique  = i mil l imicromole ty ros ine / in inu te .  Dix uni t6s  co r r e sponden t  5~ peu  
pros ~ la p lus  pe t i te  q u a n t i %  d ' e n z y m e  dont  le dosage pa r  ce t te  m6 thode  soit  significatif .  

EXPI~RIENCES ET DISCUSSION 

a. Analyse de la m~thode de dosage du pouvoir coagulant 

Puisque le m6canisme de la coagulation enzymatique du laiV n'est pas encore 
suffisamment 6clairci, la signification th6orique des mesures est incertaine et les formules 
propos6es 1 pour calculer le pouvoir coagulant sont toutes plus ou moins empiriques. 
Ici nous limitons la discussion g6n6rale au minimum indispensable pour 6tudier les 
r6sultats exp6rimentaux que nous avons obtenus. 

I1 apparait  comme 6tabli 7 que la coagulation du lait est la r6sultante d 'au moins 
deux %actions successives. La premiSre enzymatique, qui ne change pas l '6tat apparent 
de dispersion de la cas6ine; la deuxi~me non enzymatique, qui est la vraie r6action de 
coagulation. Etant  donn6 que la coagulation n'est pas progressive, mais soudaine et 
totale, il semble qu'elle soit due au fait que l 'enzyme, ayant  agi sur un certain pourcen- 
tage du substrat, provoque un 6tat critique du syst~me: ~ ce moment,  si certaines 
conditions sont remplies, la %action de coagulation a lieu. Lorsqu'on d6termine le 
pouvoir coagulant, on mesure le temps T qui s'6coule entre l 'addition de l 'enzyme et 
l 'apparition de la coagulation. On n'6value donc pas la progression d'un¢ r6action, mais 
le temps n6cessaire pour atteindre un certain pourcentage de r6action effectu6e. E t  
encore, ce temps se d6compose en deux parties: une premiere, la vraie variable, qui est 
inversement proportionnelle ~t la concentration EEl de l 'enzyme provoquant  la coagula- 
tion; et une deuxi~me, a, qui est constante quelle que soit la valeur de EEl, pourvu que 
certaines conditions d6termin6es restent constantes. Ceci est exprim6 par la relation 
suivante: I 

T = K - -  + a (I) 
[E] 

La Fig. I donne les valeurs de T, mesu%es sur des "laits" de concentrations ILl dif- 
f6rentes, en fonction de dilutions I/[E] progressives d 'une certaine solution enzymatique. 
On voit que darts certaines limites, l '6quation (I) est v6rifi6e pour toutes les concentra- 
tions de "lait".  Par  E, on d6sigue l 'enzyme responsable de l 'activit6 coagulante. La valeur 
absolue de sa concentration dans la solution utilis6e est pour l ' instant inconnue, mais 
si l 'on 6value les diff6rentes dilutions en mesurant leurs activit6s prot6olytiques, il 
devient possible d 'exprimer directement par les courbes de la Fig. I ,  ta relation liant 
activit6 prot6olytique et activit6 coagulante. 

En ee qui concerne la concentration du "lait",  on constate qu'avec du "lair" k 
lO% (courbe a), l '6quation (x) se v6rifie seulement pour de grandes concentrations de E 
comme les auteurs pr6c6dents l 'ont signal6. Par  contre, avec du "lai t"  k 1% (courbe f), 
l '6quation (I) reste valable pour des concentrations prat iquement tr~s faibles, puisque 
nous avons mesur6 des T 6gaux aux valeurs th6oriques, m~me avec [E] = 0.5 U/ml qui 
provoque la coagulation ell 12 heures environ. Ceci est un premier avantage conseillant 
l 'emploi de "lai t"  ~ 1%. Tout  se  p a s s e  en effet comme si l 'enzyme se t rouvai t  inhib6 par  
le substrat  lorsque la concentration relative de ce dernier est trop grande. La Fig. I 
montre 6galement que la valeur de K diminue avec la concentration du " lai t"  et ceci 
(Fig. Ia) d'une fa~on sensiblement proportionneUe. On constate en effet que pour une 
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mSme quant i t6  d 'enzyme,  le " la i t "  h 1% coagule dans  un  temps p ra t iquement  7 fois 
plus court  que le " la i t "  ~ lO%. Ce compor tement  est pr6visible 6tant  donn6 la fa~on 
particuli~re de d6terminer  l 'act ivi t6 de l ' enzyme et const i tue un  deuxi~me avantage  en 
faveur de l 'emp]oi du " la i t "  £ z%. E n  effet le dosage est beaucoup plus rapide. 

F ina lemen t  la Fig. I mont re  qu ' en  ext rapolant  les droites pour I / [E]  = o, on t rouve 
pour  toutes la m6me ordonn6e ~ l 'origine. Elle repr6sente graphJquement  la part ie  
cons tante  a de T lorsque le temps de la r6action enzymat ique  tend  vers z6ro, du fait que 

2000 
d /  v" 

--[L]---~ 

1506 / 

100C / 

. / /  .. 

500 

0 ~ ~  10 20 30 40 
E] 

Fig. I. Relation entre la quantit6 d'enzyme et le temps de coagulation d6termin6 sur du "lait" 
concentrations diff6rentes. T = temps de coagulation (en secondes) ; [El = concentration de l'enzyme 
(en unit6s protdolytiques/ml); [L] = concentration de la poudre de lait dans le tampon standard 

pH 7.7 (en %); K = pente des courbes a, b, c, d, e, f, g. Solution enzymatique = bouillon de 
culture donnant une activitd prot6olytique de 400 unitds/ml. Dilutions effectudes par CaCI~ lO -3 M. 
Courbe a = " la i t "  ~ io%;  b = "lait" ~ 8 %; c = "lai t"  ~ 6% ; d = "lait" ~ 4 %; e = "lait" ~ 2 %; 

f = "lait" h i %; g = "lait" ~ 0. 5 %. 

[/7;] tend vers l ' infini.  On voit que a n 'es t  p ra t iquement  pas influenc6 par  la concentra t ion  
du " la i t" .  La valeur  de a ainsi d6termin~e par  vole graphique,  a pu  ~tre 6gMement 
obtenue  par  exp6rience. On profite de la grande diff6rence des coefficients de temp6rature  
de la r6action enzymat ique  et de celle de coagulation,  cette derni~re 6tant  comparable 

celle d 'une  r6action de d~natura t ion  18 et on mesure T k 37 ° comme d 'habi tude ,  mais 
apr~s avoir  permis ~ la r6action enzymat ique  de se poursuivre k o ° pendan t  des temps 
de plus en plus longs. La Fig. 2 mont re  que la l imite vers laquelle tend  T dans ces condi- 
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tions est 45 secondes: ceci coincide assez 
bien avec la valeur de 4o tronv6e k l 'aide 
de la Fig. I .  

Parmi les facteurs pouvant  influencer 
le dosage, 6tant donn6 notre but essen- 
tiellement pratique, nous avons 6tudi6 
seulement ceux qu'on pouvait  supposer 
variables au cours de nos recherches: pH, 
concentration en Ca ++, composition du 
milieu de culture, origine de la poudre de 
lair. En ce qui concerne le pH, des ex- 
p6riences analogues ~ celles des figures I 
et 2 mais faites avec du lait ~ pH 5.8 
donnent pour T des valeurs sup6rieures 
k celles obtenues ~ pH 7.7 et pour a des 
valeurs plus faibles (13 par voie graphique 
et 15 par voie exp6rimentale). Ceci siguifie 
que la r6action enzymatique et celle de 
coagulation ont 6t6 influenc6es en sens 
inverse par le changement de pH. La Fig. 3 
montre l'influence du pH sur le temps de 
coagulation du "lai t"  ~ 1%. La courbe 
concerne essentiellement la seule r6action 
enzymatique puisque la concentration 
d 'enzyme employ6e est petite et les valeurs 
de T mesur6es sont alors assez grandes (de 

50O 

. '50 

0 fO 20 
- - t - - - t ~  

Fig. 2. D6terminat ion exp6rimentale de la valeur  
de a ~ p H  7.7. T = t emps  de coagulat ion A 37 ° 
(en secondes); t = t emps  de conservat ion ~, o ° 
du "lair",  de l 'enzyme ou de leur m61ange (en 
heures). " la i r"  A i %. Courbe a = m61ange 
" la i t" -enzyme fair au t emps  t; courbe b = m6- 

lange " la i t" -enzyme fait au t emps  z~ro. 

30 

l 'ordre de 400 secondes) pour 

i 
l 

5 5 7 8 fO 
- -  p l  t - . ~  

Fig. 3- Influence du p H  sur  la 
vitesse de la r6action enzyma- 
tique. T = temps  de coagula- 
tion (en secondes). "La i r "  
i %. Enzyme ~ 95 unit6s/ml. 
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que a en soit une pattie n6gligeable. On constate que 
le pH opt imum de ]'activit6 coagulante sur le lair est de 8 

8.2. Le m~me opt imum a 6t6 trouv6 ~ pour l 'activit6 
prot6olytique de la m~me solution enzymatique sur la 
g61atine. La d6termination de l 'activit6 coagulante par 
la m6thode standard que nous avons adopt6e a lieu k 
pH 7.7 un peu plus bas que l 'optimum, mais au point 
oh le pouvoir tampon du "laSt" que nous utilisons est 
maximum: ceci permet le dosage de solutions enzymati-  
ques de pH assez diff6rents (entre 7.5 et 8.4). 

Quant ~ Ca++, nous avons 6tabli qu'une concentra- 
tion de 3 - I o - Z M  dans le "lai t"  permet  la plus grande 
vitesse de dosage compatible avec une stabilit6 du "lair" 

37 ° et en absence d'enzyme, de 24 heures all moins. Des 
variations de ± 15% de cette concentration apportent  
des changements de ]a valeur de T de l 'ordre de 3%. 
Ceci permet pratiquement le dosage de solutions enzy- 
matiques de n ' importe que]le teneur en Ca++ entre o 
et IO -1 M. Parmi les autres composants min6raux habi- 
tuels du milieu de culture, nous avons 6tabli que le dosage 
n'est  pas possible si la concentration de PO 4- dans le 
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liquide enzymatique-atteint  IO -~ M puisque darts ce cas le "lai t"  coagule spontan6ment. 
Enfin l'essai de trois 6chantillons de poudre de lait du m6me type commercial mais 

de provenances diff6rentes, montre la n6cessit6 d'6tablir un 6talonnage nouveau (nouvelle 
d6termination de K et de a) mais n'enlbve rien k la validit6 du dosage. 

b. Relation existant entre activit~ coagulant¢ et activit~ prot~olytique 

Nous avons d6termin6 l 'activit6 prot6olytique et l 'activit6 coagulante sur des 
prises du bouillon de culture de Coccus P pr61ev6es apr~s des temps de croissance 
diff6rents et centrifug6es. Dans nos conditions de travail, ces temps sont compris entre 
IO heures et 3 joins d'incubation et ]'activit6 prot6olytique trouv6e dasls les prises varie 
entre 20 et 400 unit6s par ml. Dans tous les  cas, nous avons constat6 qu'on mesure un 
mSme temps de coagulation lorsqu'on dilue les prises de fagon ~ r6aliser une m6me 
concentration d'unit6s prot6olytiques par ml (4- 2%). Ceci signifie qu'~ n ' importe quel 
moment  de la croissance, les deux activit6s se trouvent toujours associ6es dans le m~me 
rapport.  On a obtenu le m~me r6sultat en examinant des solutions enzymatiques 
provenant  de bouillons de culture de composition diff6rente par rapport  aux sources 
d'azote et de carbone organiques habituellement uti]is6es. 

T A B L E A U  I 

CONSTANTES (~'~) DE VITESSE D'INACTIVATION, DETERMIN~ES PAR PROT]~OLYSE ET PAR COAGULATION 

L a  so lu t ion  e n z y m a t i q u e  util is~e est  ~ p H  7.5 et  con t ien t  Ca ++. IO -3 M. La  cin~t ique de l ' i n a c t i v a t i o n  
sa t i s f a i t  dans  les t ro is  cas ~ l '~qua t ion  d 'une  r6act ion  d 'ordre  I ( K  ~ 2 , 3 / t . l o g  Co/C ). E 600 = d i6 thy l  

( p a r a n i t r o p h 6 n  y l ) p h o s p h a t e  ; D F P  = d i i s o p r o p y l f l u o r o p h o s p h a t e .  

K/see -1 • z o* d' inactivati(m: 

A ctivitd dosde 
Thermique Par E 600 Io -a M Par DFP zo -a M 

d 580 d 25 ° d~ 25 ° 

Pro t6o ly t i que  I o.o 1.7 trbs g rand  * 
Coagu lan te  io .o  1.5 tr~s grand  * 

* L ' i n a c t i v a t i o n  est  i m m 6 d i a t e  e t  la va l eu r  d e / /  est  t rop  grande  pour  6tre mesurable .  

Nous avons ensuite 6tudi6 la cin6tique suivant laquelle les deux activit6s disparais- 
sent lorsqu'on soumet le bouillon de culture centrifug6 soit ~t l 'action de la chaleur, soit 

celle d'inhibiteurs tels que les esters alkylphos- 
phoryl6s i4. Le Tableau I montre que dans chaque 
type d' inactivation on trouve les mSmes r6sultats, 
qu'il s'agisse de l 'activit6 prot6olytique ou de l 'acti- 
vit6 coagulante. 

Ainsi qu'il ser~, dit dans le deuxi6me travail de 
cette s6rie 1°, la prot6ase de Coccus P est ]ib6r6e dans 
le milieu ext6rieur k l '6tat de zymog~ne inactif. On 
verra que dans des conditions particuli~res, il est pos- 
sible de suivre la r6action de formation de l 'enzyme 

t 
f 

50 

/ 
Fig.  4. F o r m a t i o n  a u t o c a t a l y t i q u e  de l ' e n z y m e  actif,  t = 0 t__._ . .~* " I ~ _  
t e m p s  & a c t i v a t i o n  (en minu tes ) .  U / m l  = Uni t~s  prot~oly-  200 ~ 0  
t iques  form~es: • = Mesur~es pa r  coagula t ion  du l a i t ;  - - t - - - ~  
× = Mesur6es pa r  pro t6olyse  de la  cas6ine. A c t i v a t i o n  ~. 25 ° e t  ~ p H  7-5 du bouil lon,  centr i fug6 

et  add i t ionn6  de mer th io la t e ,  d ' une  cu l tu re  A 26 ° e t  ~ la  fin de la croissance exponent ie l le .  

B i b l i o g r a p h i e  p .  4 1 4  . 
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actif. La Fig. 4 montre que l'activit6 prot6olytique et ]'activit6 coagulante apparaissent 
parallSlement, suivant la m~me Cin6tique qui est celle de la m~me r6action autocata- 
lytique. 

L'identit6 des r6sultats obtenus ~ la fois en 6tudiant l 'activation et l ' inactivation 
nous parait suffisante pour prouver que par l'activit6 prot6olytique et par l'activit6 
coagulante, on dose la m~me prot6ine. Puisqu'enfin les deux activit6s ont le m6me pH 
optimum, et sont sensibles aux m~mes inhibiteurs, dont la sp6cificit6 pour les centres 
actifs de certaines prot6inases est bien connue, on peut penser avec assez de probabilit6, 
que hydrolyse des liaisons peptidiques et coagulation du lait sont deux manifestations 
de l'activit6 d'un m~me centre sp6cifique de la prot6inase de Coccus P. 

CONCLUSIONS 

On d6termine l'activit6 coagulante dans la solution enzymatique qu'on 6tudie en 
mesurant le temps de coagulation (T) sur une dispersion de "lai t"  k 1% dans les con- 
ditions standard d6crites. D'apr~s cette donn6e exp6rimentale et puisque maintenant 
on a l e  droit de dire que [E] (concentration de l 'enzyme coagulant) est identique k [ U] 
(concentration de l 'enzyme prot6olytique), on calcule U par la formule suivante: 

K 
U - -  

T - - a  

d6duite de l'6quation (I) apr~s substitution de E par U. Pour d6terminer une fois pour 
toutes les valeurs de K et de a, valables pour un m~me lot de poudre de lait et dans les 
conditions standard choisies, on 6tablit une courbe 6talon comme il a 6t6 d6crit pour les 
courbes de la Fig. I. K est la pente de cette courbe e t a  l'ordonn6e k l'origine. 

Rt~SUMI~ 

On ddcrit  une  nouvel le  t e chn ique  de d6 t e rmi na t i on  de l ' ac t iv i t6  coagu lan te  su r  le la i t  d ' u n e  
p r6para t ion  e n z y m a t i q u e  et  on d6mont re  que  le dosage reste  pr6cis d a n s  de tr~s larges l imi tes  de 
concen t r a t ions  de l ' enzyme .  

Cet te  t e chn ique  es t  caract6risde pa r  l ' emploi  d ' u n e  dispers ion de poudre  de la i t  6cr6m6 g faible 
concen t r a t ion  (i %) dans  du mil ieu t amponn6 .  EUe p e u t  servir  pou r  le dosage de la pro t6 inase  de 
Coccus P p u i s q u ' o n  d6mont re  que  l ' ac t iv i t6  pro t6o ly t ique  et  l ' ac t iv i t*  coagu lan te  son t  dues  d a n s  
ce cas  au  m 6 m e  cen t re  act if  d ' u n e  seule prot6ine.  

La  m6thode  est  pa r t i cu l i~ rement  ut i le  pour  suivre  la c in6t ique de fo rma t ion  d ' u n  e n z y m e  
pro t6o ly t ique  pa r  une  popu la t ion  bac t6r ienne  se d6ve loppan t  en  mil ieu complexe  (bouil lons pep ton6s  
divers).  

S U M M A R Y  

A new t echn ique  is descr ibed for t he  d e t e r m i n a t i o n  of t he  mi lk  coagu la t ing  ac t i v i t y  of an  
enzymic  p repara t ion ,  and  it  is shown  t h a t  t he  m e t h o d  is precise be tween  wide l imi ts  of e n z y m e  
concen t ra t ion .  

This  t e chn ique  is charac te r ized  by  t he  use  of a d ispers ion of sk immed ,  powdered  mi lk  a t  low 
concen t ra t ion  (I %) dissolved in a buffered m e d i u m .  I t  can  be used for t he  a s s ay  of t h e  p ro te inase  
of Coccus P since it  h a s  been shown  t h a t  bo t h  t he  pro teo ly t ic  and  coagu la t ing  ac t iv i t ies  are  caused  
by  t he  s ame  ac t ive  cen te r  of a single protein.  

The  m e t h o d  is especial ly appl icable  in following t he  kinet ics  of proteoly t ic  e n z y m e  fo rma t ion  
by  a bac te r ia l  cu l tu re  growing in complex  med i a  (var ious  pep tone  bro ths) .  

Bibliographie p. 414 . 
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Z U S A M M E N F A S S U N G  

Es  wird eine neue  Methode  beschr ieben,  welche er laubt ,  q u a n t i t a t i v  den  Ver lauf  der  Koagu l a t i on  
e iner  Mi lch l6sung zu verfolgen,  welche yon  E n z y m p r ~ p a r a t e n  v e r u r s a c h t  wird. Diese B e s t i m m u n g  
ble ibt  in wei ten  K o n z e n t r a t i o n s g r e n z e n  des E n z y m s  genau .  

Diese Methode  ist  d a d u r c h  charak te r i s ie r t ,  dass  in einer  Puf fe r l6sung  eine Dispers ion  yon  
e n t r a h m t e m  Milchpulver  in sehr  niedr iger  K o n z e n t r a t i o n  (i %) ve rwende t  wird. Auf  diese Weise  
k a n n  die Ak t iv i t~ t  der  P ro te inase  des Coccus P b e s t i m m t  werden,  da  fiir die p ro teo ly t i sche  u n d  
koagul ie rende  W i r k u n g  dasselbe ak t ive  Z e n t r u m  des E n z y m s  ve ran twor t l i ch  ist. 

Dieselbe Methode  h a t  sich als besonders  gt inst ig bei k ine t i schen  S tud ien  yon  p ro t eo ly t i s chen  
E n z y m e n  erwiesen,  die yon  B a k t e r i e n s t ~ m m e n  e rzeugt  werden,  welche sich in k o m p l e x e n  N/ihr- 
16sungen (verschiedenen Pep ton l6sungen)  entwickeln .  
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