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SUMMARY 

Kinetics o[ proteolysis o[ fl-lactoglobuline by trypsin 

The hydrolysis of fl-lactoglobulin by trypsin and chymotrypsin is followed to about 
9o% degradation. It  is demonstrated that  a simple Henri-Miehaelis mechanism 
(i.e. E + S ~ ES -+ E + P) cannot explain the experimental results. Another mecha- 
nism is suggested and discussed. 

INTRODUCTION 

Divers m~canismes ont 6t~ proposes pour expliquer l 'hydrolyse enzymatique des 
prot~ines. Ces m~canismes ordinairement ont ~t~ proposes aprbs ~tude des vitesses 
initiales. Pour examiner s'il est possible de d~crire tout le cours d'une r~action prot~o- 
lytique avec une int~grale "chronom~trique" du type Henri-Michaelis, nous avons 
suivi la prot~olyse de la fl-lactoglobuline par la trypsine jusqu'£ une d~gradation de 
plus de 9 o % au moyen de la m~thode titrim~trique continue. 

MATERIEL 

Trypsine "Worthington" utilis6e apr6s dialyse contre HC1 o,oi M pour 61iminer le 
sulfate de magnesium. 

fi-Lactoglobuline native pr6par~e par YoN 1. 

R~SULTATS 

Le Tableau I donne les valeurs du temps en minutes t, et le degr6 d'avancement de ]a 
r6action a, pour une experience avec une concentration d'enzyme de 135/~g/ml et une 
concentration initiale de fl-lactoglobuline de 2 mg/ml. 

La cin6tique de la r6action est donn6e par l'expression: 

t = A a  + B ( - - l o g ( i - - a ) )  

A et B sont des constantes pour une concentration donn6e de trypsine et de lacto- 
globuline. 

La Fig. I e s t  une repr6sentation de t/a en fonction de --log(I--a)/a correspondant 
l'exp6rience mentionn6e au Tableau I. On obtient une droite dont l'intersection avec 

l 'axe des ordonn6es est A et la pente B. 

t3ibliographie p. 513. 
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T A B L E A U  I 

t: t e m p s  en m i n u t e s ;  a :  degr6 d ' a v a n c e m e n t  de la r6ac t ion  pou r  une  exp6r ience  avec  une  con- 
c en t r a t i on  de t r yps ine  de 135 /~g/ml e t  une  c o n c e n t r a t i o n  ini t ia le  de lac toglobul ine  de 2 mg /ml .  

T e m p 6 r a t u r e  35°;  p H  7.o; v o l u m e  to ta l  io  ml  en  mi l ieu  NaC1 N/io. 

t O 2.I 7 2.92 3.50 4.83 6.67 7.83 8.67 
a o o.143 o.~82 0.234 0.286 0.338 0.377 0.403 

t lO.33 11.5o 13.17 15.5o 17.25 19.oo 19.92 22.25 
a 0.442 o.468 o.5o6 0.558 o.597 o.636 o.662 0.688 

t 26.75 29.00 32.00 35.00 40.00 46.5 ° 53.75 o0 
a o.740 0.766 o.792 o.818 o.857 0.896 0.922 i .ooo  

On trouve d'aprfis la Fig. I que la constante Bes t  positive et la constante A n6gative. 
Pour contr61er clue ce ph6nom~ne est ind6pendant de notre proc6d6 exp6rimental, 

nous avons fait le mSme calcul k partir de quelques exp6riences publi6es par 
LINDERSTRO~t-LANG ET JACOBSEN * (Tableaux XlI-XV). Les degr~s d'avancement de 
la r6action ont 6t6 calcul6s & partir du nombre de liaisons peptidiques hydrolys6es, 
en supposant 3 que le nombre total de liaisons peptidiques hydrolysables est de 36. 
Les valeurs des constantes A et B trouv6es pour ces exp6riences sont donn6es dans 
le Tableau II. 

TABLEAU II 
a:  c o n c e n t r a t i o n i n i t i a l e  de la lac toglobul ine ;  A et  B : c o n s t a n t e s  (voir le t e x t @  Concen t r a t ion  de 
la t r yps ine  o. 05 %. T e m p 6 r a t u r e  30°;  pH8 .o .  (Exper ience  de LINDERSTROM-LANG XT JACOBSEN *°) 

a %  1.44 0.90 0.90 0.72 
A - - 1 6 2  - - 8 7  - - 1 1 9  - - 7 8  
B 54 ° 34 ° 380 265 

On voit qu'il y a proportionnalit6 entre les constantes A et B ,  et la concentration 
initiale de lactoglobuline. 

I1 n'est pas possible d'expliquer la constante n~gative par les m6canismes de 
r6action que l'on suppose ordinairement ~& C'est pourquoi, dans le pr6sent travail, 
je propose un m6canislne qui donne par analyse math6matique une int6grale 
"chronom~trique" de la mSme forme que celle que nous 

X 1 + L ~-  X 2 ( zk 

X2 ~-  X3 J- P1 ( :J= 
X~ ~ X 1 + P2 ( +  

off Xn repr6sente l 'enzyme ou des combinaisons de 
L e t  P n  repr~sentent respectivement la lactoglobuline 
Si l'on utilise le proc~d6 propos~ par CHmSTIANSES4, 5 

avons trouv6e empiriquement. 

i) 
2) 
3) 

l 'enzyme avec son substrat. 
et les produits de la r6action. 
on trouve les 6quations: 

s = X lW 1 - -  x ~ w -  1 (I)  

s = x w ~  - -  x ~ w -  2 (2) 
s = x W 3  (3) 

off s repr~sente la vitesse, x n  la concentration de X n  et wn la probabilit~ de la n-i~rne 
r~action. 

Bibliographie p. 523. 
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Si nous appelons  a la concent ra t ion  ini t iale  de lactoglobuline,  c la concent ra t ion  
au t emps  t, et E la concen t ra t ion  de la t ryps ine ,  nous avons :  I/s =--dc /d t  et 
E = x 1 + x 2 + x n. En  in t rodu i san t  ces valeurs  en (I), (2) et (3) on ob t ien t  f inalement  : 

- - E ' d t / d c  = z/w t + w_a/wzw~ + w - l w - 2 / w t w 2 w ~  + I / w  2 + w 2/w~w3 + I/w a; (4) 

Avec le sch6ma de r~action propos6, nous avons  pour  les probabi l i t6s  des diff6rentes 
rfiactions: 

w z = kzc;  w e = ke; w~ = ks ;  w_ z = k - l ;  w-_ e : k_ z (a-c) 

En in t rodu i san t  ces valeurs  en (4) et apr~s int6grat ion,  on ob t ien t  l ' in t6grale  
"chronom~t r ique"  su ivan te  cor respondant  au schema de la r6action propos~e:  

E.t  = [kzk~ 4- k , k=~k  ,k e] , k_, k-zk- '  .a In ( , - -~)  ' ~52[-az.~ 2 

Ceci donne une cons tan te  n6gat ive  comme fac teur  de a a si l 'on adme t  que 

k - l k -  2 ~ k l k  ~ 4- k l k  3 

Cette cons tan te  doi t  etre proport ionneUe k la concent ra t ion  ini t iale de lactoglobuline.  
Pour  expl iquer  que la eons tan te  du  deuxi6me terme est aussi  propor t ionnel le  & la 
concent ra t ion  ini t iale  de lac tog lobul ine ,  il faut  accepter  qne 1'on air k_lk_~ >~ le_~k3 + 
k~k 3. Le troisi~me terrne cont ien t  a 2 comme facteur  et  il est permis de croire que ce 
t e rme  a seulement  une va leur  significative pour  de tr+s hau ts  degr6s de la r6action. 
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Fig. z. t]a en fonc t ion  de ( - -  log(I - -  a))Ja  
d 'ap rbs  l ' exp6r ience  indiqu6e  d a n s  l eT ab l eau  I.  

l~ibl iographie  p. 513.  
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I1 n'est pas possible d'expliquer les %sultats obtenus en supposant une inactiva- 
tion de l 'enzyme pendant la r6action. Dans ce cas les droites repr6sent~es Fig. I et 
Fig. 2 devraient couper l'axe des ordonn6es pour une valeur positive si les lignes 
passaient seulement par les points correspondant au d6but de la r6action. Les figures 
montrent clairement qu'il n'en est pas ainsi. 

L'action de la chymotrypsine sur la lactoglobuline est probablement analogue. 
Avec les donn6es de l'exp6rience publi6e par YON 1, si l'on utilise la repr6sentation de 
t/a en fonction de ~ l o g ( I -  a)/a, on obtient la courbe Fig. 2 (les donn6es exp~ri- 
mentales ont 6t6 aimablement raises k ma disposition par YON). 

I1 est naturellement possible qu'fl existe d'autres m6canismes conduisant & une 
int6grale "chronom6trique" du m~me genre, pouvant d6crire une telle r6action. 
Cependant il paralt n6cessaire que les sch6mas propos6s indiquent la pr6sence darts Pun 
au moins des 6quilibres, d'un produit de la r6action ayant une concentration pro- 
portionelle & ( a -  c) (par exemple: P0 .  Le m~canisme propos6 ici repr6sente une 
modification du m6canisme propos6 par LABEYRIE 3 (E + S ~ ES  ~ ES* ~ E + P). 
Cette modification est n6cessaire si l'on veut avoir une correspondance entre l'int~grale 
"chronom6trique" calcul6e et la droite trouv6e empiriquement. 

Tout d'abord il paralt possible que la r6action ( i  2) soit la d6naturation propos6e 
par LINDERSTRoM-LANG s. Mais ceci est en opposition avec l'analogie trouv6e entre la 
cin6tique d'hydrolyse par la trypsine et la chymotrypsine. En effet LI~DERS~ROM- 
LANG a trouv6 que la d~naturation pr6alable catalys6e par l 'enzyme existe seulement 
si la lactoglobuline est hydrolys6e par la trypsine et non si elle est hydrolys6e par la 
chymotrypsine. 
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~ s u ~  

La prot6olyse de la fl-lactoglobuline par la trypsine et la chymotrypsine est suivie 
jusqu'& une d6gradation de 9 ° %. I1 est d6montr6 que le m6canisme de Henri Michaelis 
(E + S ~ ES ~ E + P) ne peut pas expliquer les r6sultats exp6rimentaux. Un 
autre m6canisme est propos6 et discut6. 
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