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(Re~u le 2 janvier, 1963) 

SUMMARY 

Kinaic sgudy of a limited prot~olysis: action of rennin on ,~-cassin 

The various thermodynamic constants of the ester-bond hydrolysis by rennin 
(EC 3~-4-3) in ,c-casein as it occurs during milk clotting have been determined. 

The Michaelis constant of the reaction in o.I bl NaC1 at pH 6. 9 does not vary 
between 25 ° and 4 o°. Its value is L8 ± o.2 mg/ml or (3.3 • o-3) "~o-~ bI and is 
practicaliy equal to the dissociation constant of the rennin-~-casein complex. 

The rate constant of decomposition of the rennin-~-casein complex is 36 ± 4 sec- 
at 35 °. 

The variation of enthalpy of activation of *he intermediary complex rennin-K- 
casein is 6300 -4- 4oo c~I/mole. 

At 35 ° the variations of free energy and entropy of activation of the intermediary 
complex are, respectively, 158oo ± x00 cal/mole and - -3I  ~- 1.5 cal/mole. 

These results have been compared with various cases of enzymic hydrolysis, 
specially hydrolysis of ester b6,ds. 

INTRODUCTION 

II existe peu de donn6es quantitatives sur l'hydrol',-~e ffune seule liaison par mol6cule 
de substrat lorsqu'il s'agit d'un substrat protdique. Cela tient d'abord a la raret~ 
du ph6nom~.~e et ensuite aux diflicult~s qui surgissent lorsqu'on veut obtenir des 
do,,~.s~.., exp~rimentales suflLsamment pr6cises pour calculer les constantes thermo- 
dv:,amiques de la r~action. Cependant une telle ~ '~ie pr~sente beaucoap d'intlhr~t 
th6orique i came de l'abs~nce de produits intermiMiaires d~ydrolyse qai, darts une 
prot~olyse ordinaire, constitu~ ~-t ~ leur tour de nouveaux substrats et emp~hent  
de donner a pr/m6 une significa,;~n [nx~__'~ aux constantes mesur6~ puisque l'on 
a alIaire/L une sLrie de plusieurs r~.a~.ions successives. Celles-ci posent tan p r ~  
qu'fl n '~* pas toujours facile de r4~mdre et pourtant fl se pose chaque lois qu'on 
~_i!'_~se po,,~ 4es raisons de commodi~ technique la d~.ermiaation des produi'.s de 
la r~mction enz j~mt iq~  plut6t que la disparit~on p r ~  du substrat non 

Darts un travail ant~z.ur  I n o ~  a ~ n s  montr~ que I'activitL de la imbame 
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(EC 3-4-4-3) sur  la  c a s~ne  x pouva i t  se ramener  A l 'hvdroh-se d 'une  ~ u l e  liaison ester 
p a r  mole  de subs t ra t .  Cet te  hydrolyse  est  ea  relat ion d k e (  ~ ~vec l 'act ivi t6 coagulante 
de  cet  enzyme* et  l 'on peut  sch~matiser  la r6action de coagulat ion du lait  de la mani~re 
su ivan te :  

MiceLles ~ - - - -  complexes (x~, ~, ~ . . . .  ) solubles*_ '" 

Complexes (~, if, ~ . . . .  ) solubles prt~ure_~ complexes (~, pal~ ~. ~ . . . .  ) 
solubles ~ cas~ino-glycopeptide (|I~ 

Complexes (0t~, para K, t~ . . . .  ) solubles -- Ca:, --~ coagulurP (Ill) 

~ ,  x, ~, repr6sentent  les pr incipales  c a n i n e s  des complexes soluble~, pa ra  
repr~sente la  cas~ine x apr~s hydroly~e par  la pr~sure de la liaison ester et ~6pa- 

r a t ion  concomi tan te  du  cas~inG-glycopeptide. On suppose que l ' l~quilibre I dans  le 
la i t  est  trY:, : : ,~i~c et  ne pe.,-tnrbe pas  la R6action II .  En l 'absence d ' ions d iva lents  
(Ca t+, etc.) seu!e la Rdact ion I I  a lieu sans format ion de coagulum. En~m la R6- 
ac t ion  I I i a  un ~ort coefficient de temp~ratlJre ~.* ce qui permet  de la dissocier de 
la  Rt~action I I  A basse temp6ra ture  s. 

Nous avons  6tudi~ ici l ' ac t ion  de la pr~sure sur la cas~ine ~ seu!e en util is~nt 
des  concent ra t ions  en enzyme du m~me ordre de g Iandeur  que celles utilis~es pour 
ob ten i r  la coagulat ion du lait .  Une add i t ion  de cas~ine =s destin6e A reconsti tuer ,  
au  moins  en pa t t i e ,  le complexe (%, ~, ~ . . . .  ) ne modifie pas essentieitement le mode 
d ' ac t i on  de  la  pr~snre, mais  en t ra ine  des caract~r is t iques  nouvelles que nous exposons 
,~,,,~ un au t re  t r ava i l  ¢. 

MATERIEL ET MI~THODES EXPI~RIMENTALES 
Sul)s l r~  

La  cas~ine x a ~t~ pr~par~c seion la m~thode de McKI~,~ZlE ET "~'~'AI~ ~. Nous avons 
observ~ que nous obtenions  des r6sul ta ts  plus reproduct lbles  en ce qui concerne le 
rendement ,  (environ 5 g de ca.~ine K po_~r I5o g de cas~ine enti~re) en effectuant la pre- 
c ip i ta t ion  pa r  le sulfate de sodium ~ raison ~ . . . .  -~ ,-~ " - : )  s ' . '~  Na~SO~ anhydre  pour IOO ml de 
volume final prot6ine et  sulfate de sodium. Les concentra t ions  en cas~ine r o n t  ~t6 

, ~ t ~  1.o 5 (r6f. 2). d~e rmin~es  en u t i l i sant  le coefficient d ' ex t inc t ion  ~ 278 mt~, E,  ~m = 
Le poids  mol6culaire de la cas~ine ~ a 6t~ pris  ~gal ~ 26o00 (r6f. 8). Les solutions 
de cas~ine x ont  6t~ addi t ionn~es  de tolubne ~ raison de I gout te  pour  5 ml de solution. 

E m y m ,  

Nous avons  util is6 la pr~sure cristallis,M Hansen fournie pa r  B. FOLTMANN*. 
Les  c r i s taux  de p r 6 u r e  on t  ~t~ conserves en NaC! 2 M A - - l O  °. Pour pr6parer  une 
solut ion s tock  les c r i s taux  sont  dissous dans  un t ampon  phosphate  o.o 5 M (pH 6.3) 
e t  dialys~s 36 h cont re  ce m~me tampon .  La  solut ion stock est divi .~e en par t ies  
a l iquotes  de o.15 ml  que l 'on conserve au  cong~ la t~ t r  Nous avons  utilis~ comme 
unit~ p tqsme,  I'unitt~ d~.4~..~'xie ~ BERRIDG#. ~ Z U.P.  correspondai t  z2 t*g de p r ~ u r e  
¢ r i s t i d l i s~  ou 3" xo-W moles de  l~9 ,ure  de  poids mol6c~laire 40ooo seion ~CHWANDER e ~ 
d .  m. Les  solu t ions  s tocks  de pt~sure ~ dans  l ' eau distill6e ~tant  peu stables,  

• N o t s  t, _,,m~__ ici  Jh le ~ d ' s ~ : i r  m o t d i $ m m m e m  - , i s  # n o t ~  d i s p o m t i ~  cette  ;w~sare. 
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eiJe.~ -ont pr6par6~s extemporan~ment et ajout6es ~ raison de 50 #1 pour 5 ml de 
solution de casdine ~. 

M ithode titrimitrique il pH constant 

Pour suivre l 'hydrolyse no,as a:'ons :r~intenu le pH constant h 5" IO-t unit6 
pH pr6s par  addition de soude o.ox N A l'aide d'une microburette gradu~e en 0.2 #1 
comme cela a d6jh 6t6 d6critL Nous avons Olaf6 sous atmosph6re d'azote en milieu 
thermostat~/t ± o.ox °. I~es mesures ont 6t6 faites en rt:ilieu de force ionique constante: 
NaCI o.I M. La solution de cas~ine K (5 ml) ~tait ajust6e au pr6alable, pour chaque 
temp4_'rai.ure, ~ pH 6.95 (apr6s r~glage du pH-m6tre A la m6me teml~rature  ~ l 'aide 
d'un tampon phosphate (pH 6.9)). Ce p H e s t  trb_s ~u~r~fieur au pK du groupe car- 
boxyl~que de la liaison ester hydrolys~e qui est compris entre 4 et 5 (r6f. I), par  con- 
st~quent la quantit6 de soude ajout6e pour maintenir le pH constant est 6gale au 
hombre de liaisons hydrolys~s.  Quoique : 'apparelnage ~oit utilis~ aux limites de 
ses possibilit6s et oue lef d6rives de pH des solutions de prot6ines ne soient pas 
tout ~ fait n~gligeables, ! 'errcur maximum sur la mesure d'une vitesse initia!e ne 
d6passe pas - r - Io% environ. La reprodi, ctibilit6 des essais en double est souvent 
meilleure et de l 'ordre de _-- 5 °8- Quand une d6rive non n~gligeable a 6t6 observ6e, 
nous en avons tenu compte darts le calcul de la vitesse initiale. 

RI~SULTATS 

Nous avons util,:~ le schema simt~.'., des r6actions enz>matiques de HE.','RI, MXCHAELIS 
ET MEXTEX, entre l'enz)mae E et |e substrat S. 

E 4 _ S ~ E  s ks ~..-~,- > E + P  

oil k 1, k 1' et ks sont les constantes de vitesse respectives de formation, dissociation 
et d6composition du romplexe interm6diaire ES. Nous avons mesar6 les vitesses 
initiaies (les mesures sent possibles en-iron 3 o sec apr~s !'addition de !'enz$~ae) 
et nous avons admis que l'6tat stationnaire ~tait atteint. 

La concentration en pr6sure e~t suffxsamment taible pour n6gliger la cas6ine K 
combin6e ~ l'enz~a'ne. Par suite la v i t~se  initiale, v 0. exprim6e en fonction de la con- 
~entratioh initiaie, [so], de cas~ine K est de la forme 

k,~e] [so] 
vo (:~ 

K= -~ [so] 

avec la constante de Michaelis 

h i '  -~- k l  

kt 

e t [e ]  repr6sentant la cormentra:ion en pr~ure. 

V ~ a / o .  a des t,//tsst, ge prot~ys¢  mac/G roacattraf/ott m pr/mre 

Nora avoas ~ la Relation z en l ~ i n t e n a n t  constante ia cmtcentration eft 
mb~i,-at. La Fig. t domte an exemvk de l'~'olution de la r~action t 255 p ~  ~ -  
reates ¢mtctmtratiom d'eazyme obteatms qm diimmt, d a m  l'eau dlisOli~, la 
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solution stock de pr~sure cristallis~. Dctns les Figs. z ,:t 3 nous avons port6 le~ vites~es 
initiales, v e, en fonctmn de la concentration de la pr6sure dans le m~lange r~actionnel 
enzyme et subst ra t / t  deux temperatures (25 ~ et 35 :t. Les er"eurs exp~rimentale~ ont 
~t~ i n d i q u ~ s  ~ r  chacun des graphiques. On voit qu'il y a p, oport!ennalit6 entre 
la vitesse initiale et la concentration en pr~sure, saul peut~ t re  pour 7 ° .  ~o -~ U.P.:ml 

J z / 

o I 
o ' 

zF 

! . 

I Z 3 4 5 S 
Minutes 

Fig .  I. C i n ~ t i q u e  de  prot(., , lyse  de  la  cas6 inc  K su iv i e  p a r  t i t r i m 6 t r i e / t  pH ( ' ( ,ns tant .  T c m t ~ ' r a t  u;,..'.5 • 
C o ~ c e n t r a t i o n s e n p r 6 s u r e : I , 7 3 . o : I I , 3 7 . o : l I I .  I S . 4 ; I X ' , l l . o ; V ,  3 . 7 " I o - ~ l "  P m l  E n o r d o n n 6 e s :  
n o m b r e  de  p l  d~ soude  o . o I  N a j o u t 6 s  h I ml  d ' h y d r o l y s a t  p o u r  m a i n t e n i r  le p H  c o n s t a n t  ( I 1,1 
de  N a O H o . o l  N ~ )rresp~)nd b, lo  -s  mole  (tt- H" lil~*.r6t. E n  a b ~ ' i ~ ,  : :  t , .mps  6cou16 d e p u i s  l ' a d d i t i - n  

d e  la  p r6sure .  C o n c e n t r a t i o n  cn  ca.~-ine ~¢ : 3.9 mg  ml :  NaCI o. ~ .M ; p [ t  ,, 95- 

; 0  J " J .  

Y 

, f '  

FiIK. ~. Var /wt ioB d e s  v i t e w e s  i m t i a l e s  e n  l o n c t i o n  d e  l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  p r ~ u r e  a zS:. ~ n  ab-  
Jcmlel: coeceatratmn en pr~mre (U.P.'m!~. En urdonn:r~: vitte~meinitiaJe, t,,. de prot6olyse ex- 
pfilnLte e n  m o l e  a e  H ~ l i b & r ~ : m i n ' m i  • zo I C o ~ e ~ t r a t i o n  en  c ~ i n e  K: 3.9 m g m l :  N a C l  o I M: 

p H  6.95 
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35 ° oi~ la vitesse observ~e est trop faible. Cependant, pour de relies concentrations 
en pr~sure, les vitesses initiales sont grandes et leur mesure ~ t  impr&ise car elle doit 
se faire pendant la premi&e minute de la protc~olyse, p&iode au cours de laquelle 
l'addition de l'enz~nme /~ la solution provoque une perturbation d 'au moins 3o sec 
qui n'est pas tr~s reproductible d 'un essai/~ l'autre. 

Nou~ pouvons donc, dans la zone des concentrations en enzyme 6tudi~, appliquer 
la relation de HE.~aI-MlCU^EL~S (Equation x) et suivre les variations des vitesses 
initiales, v o, en fonction de la concentration en substrat, [so!, ~ diff~rentes tem- 
l~ratures. 

3 

~'0 

! 

t 

U.P./ml x 10 3 

Fig. 3- Variat ion des  vi tesses  init iales en  fonct ion de la concen t ra t ion  en pr~sure ~ 35 °. E n  ab-  
scisses" concen t ra t ion  en pr~sure (U.P. /ml) .  E n  ordonnbes :  v i tesse  initiale, t~, de  prot~olyse 
exprim6e en mole de  H*  l ib~r~s/min/ml × ios. Concent ra t ion  eta c a n i n e  K: 4-17 m g / m l .  NaCI 

o.~ M; p H  6.95. 

Variation des vitesses de prot~olyse arecla concentration en substrat d diff~rentes ~m- 

Lorsque la concentration en cas~ine K varie de o.6 ~ x 9 mg/ml la ~tesse initiale 
de la r~action augmente et nous .'avons pas observ~ d'inhJbition par exc~s de substrat. 
Les r~ultats ont ~t~ repr~ent~s solon la rehtion d ' E A ~ m  - 

--- : - -  K .  ~ o / [ s o ~  

off V =/~[t2 et nous avons d~.termin~ la consta~ie de Michaelis, K., qui est la pente 
de la droite ainsi obtenue et la : ;tesse maximum, V, pr~Ix~elle ~ la constante 

Ces ~ s  out cr~ t[aJtes ~k trois t ___~em~ratures: 25 o 35 * et 4 ° o. avec ~ . e s  
~ en em~yme. 
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7'0 

S o \ \  

0 I 2 

~'d/Soj 
Fig. 4. D6termination de la oonstante  de ~ICHAELIS a 25: ~ diff6rentes concentrations de pr6sure. 
E n  & b s c ~ :  r appor t  t,e/[se] exprim6 en H - / m i n / m g  / zo t. En  ordonn6es: vitesse ini~ialc, :'e, 
exprim~e en H+/min/ml  × xo t. Concentration en pr6sure: I I ,  4.6" zo -s U]' .~nll;  O, Io.7" ~o -s 

U.P. /ml;  A ,  x8, lo -3 U.P./r~I. NaCI o.z M; pH 6.95. 

0 ! 2 $ 4 

Fim~ $. D~termimtUon de la constaate de MICtht£HS k 35 ~ k d i t~rentes  concentrat ions de p.,~bsure. 
En aJ~ci~es: ra~opm't t~'~s~ exprim~ en t t - / m J n / m g  ~ xo e. E n  ~ :  ~ltrss~ inigudes, v e. 
mqm'i1~es em H+/mintml x t o  °. ~ t r a ~ . / , ~  e n  p~mre: ~. a.b. zo-SL'.P./r~: II. 6 . 6 " 1 o  ~ 
U .  P hml ; .~ .  ! t . 8 -  t o - 4 ~ . P  ~ml" .,k, I ~ 5" Io"4 t" P ~rn! : O .  ~ 4 3" t o  ~ U P ; m l  N~C! o ! M : p H  6 . 9  5 
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Les r~sultats  exp~r imentaux  ont  ~t6 r epor t , s  sur  les Figs. 4--6. Les r~sul ta ts  
obtenus  ~ 35:  peu r  ! ~  concent ra t ions  en pr~sure sup~rieures ou ~gales/ t  i o -  zo -~ U.P.  
pour  ml (Fig 5), sont ~ssez disperses pour  une ra ison semblable  A ceUe d6jA signal~e, 
la r~a~ion  ~tant  tr~s rapide,  la  vitesse ne reste cons tante  que p e n d a n t  t r ~  peu  de  
temps_, la mesure de cet te  vitesse ne repose que sur quelques  d~termina t ions  e t  elle 
demeure  pa r  sui te  asmz impr&ise .  Les move~,nes des v a l e u ~  ex_~rimenta les  K,~ 
pour  chaque t empera tu re  ainsi  que ies ct~arts m a x i m u m s  o b s e r v ~  ont  ~t~ r e p o r t ~  
dans  le Tableau  I. Dans la l imite  des erreurs  exp~rimentales ,  la cons tan te  de Michaelis 
ne varie pas entre  25 ° et  40 ° et sa valeur  movenne  est de ~.8 ± o.2 mg/ml.  

2 

° ' ~ t ,~ l / sd  ' 

Fig. 6. D~termination de la constante de MtCHAELZS A 4O: h diff~.rentes concentrations de pr~sure. 
En ab~cisses: rapport ~'0i.'%~ exprim~ en H~/min/mg / ]o ~. En ordonn~es: vitesses initiales, re, 
exprim~es en H-/miniml × zo ~. Concentrations en pr6sure: IN, z.7-zo -s U.P./ml; O, 4.z'~o -s 

U.P./ml; A, 8.z- zo -~ U.P.jml. NaCI o.z M; pH 0.95. 

Dans la Fig. 7, nous avons reprbsent~ la vitesse m a x i m , r n  en fonction de la  
concentrat ion en p r ~ u r e  aux trois t eml~ ra tu r e s  ~ tud i~s .  C'est  une droi te  don t  la 
pente  correspond ~ la constante  de vitesse de d ~ o m p o s i t i o n  du  complexe enzyme--  
substra t .  La  valeur  de la pente  ~ diff6rentes t e m l ~ r a t u r e s  a ~t~ r e p o r t s  darts le 
Tableau  I e t  e x p r i m ~  sous deux formes: l 'une en unit~s arbi t ra i res ,  r a u t r e  en sec - t .  
Sous cet te  derni~re torme elle repr~-~ente le nombre  de l i a i ~ n s  esters r~,mp'_'e~ p a r  

TABLEAU I 

VAL~URS DE ~ Q  ET DE ke A D l ~ l g w . ? ~ T l ~  TI~Idi'~RATI~IgES 

Vic1-* 
TrmpO,Jawe 0 o - '  -H'/mini t~* g m g m 

~fU.P.Imlj 

~5"- 4.6 ~ 0 .6  25 = $ t .98 ± 0 .3  3.6 = 0 .5  
35 * 6.6 ± 0. 7 36 ~ 4 t .55 ± 0.4 2.8 ~ 0.7 
4 0"~ 8.4 ± 0. 3 4 6 = Z t .84 ~ o 03 3-3 4"- o,o5 

• Valew calca~e sur Ls base d'un H + ~ Fax ~t& ci~ae ¢t de 3" lO-m mole de 

• ~ m .  B ~ s . . 4 c ' . a .  66 Ire63) ~ j ~  
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sec pax x moldcule d'enzyme, nombre calculd sur ia base de 3" to -*u mole de pr~ure 
par unitd Prdsure et d 'un proton libdrd par liaison rompue 

NGus avons indiqud que la constante de Michaelis, Kin, est dgale A (kl' = k,)/kt 
et nos rdsuitats montrent qu'elle ne varie l~S en t~  25 ° e*. 4 ° °. Darts ce m6me in tJa  tmLle 
de t ~ t u r e ,  ks varie d 'un facteur 2 (Tableau I). II est peu probable que l~  x~Lria- 
tions de k t ' / k  t compensent exactemen¢, celle de Ib/k t mais il est beau~up p us r :ob  .... 
que /~ peut ~tre eo,sid4rd comme n4gligeable devant k," et que. pratiquement, la 

LtP./mt x 10 3 

Fig. 7. Variat ions de }a vitesse m ax i m um  en fonction de l& concentration en prdsure/ t  2.~: ( e - - e  ~, 
35 ° ( A - - A )  et 4o ° ( I - - m ) .  En  abscisses: concentrat ion dee la prdsure exprimde en U.P, 'mi.  

En  ordonn6es: r i tesse m a x i m u m  exprim6e en H- /min /ml .  

constante de Michaelis, KIn, est peu diffdrente de la constante de dissociation du 
complexe prdsure-casdine x c'est-A-dire k t ' / k  t. Par consdquent, la concentration du 
complexe in/emtddiaire (ES) e~: celle qui rdsulte de l'dquilibre E - S ~ E S  et l'hy-po- 
th6se d'HENR1.1 se trouve vdrifide comme c'est le cas dans presque toutes les hvdro- 
lyses enzymatiques. 

Dans l'hv-ooth~se d'une rdaction entre la pr6sure et un dim~re de la c&~ine x 
(ref. 2) nous obtenons les valeurs thermodynamiques suivantes pour la formation du 
complexe intermddiaire d'aprAs les relations: 

/t 35°: 
A F  = - - ~ - T  log. Km -t  et , I F  = A H  - - T A S  

. I F  = - 6 3 o o  ~ too cal/mole 

3 H = o  

,JS == +20 cM/de.gr~/mole. 

I.'~'~ d~ t~Us~s de pTm~dys, at,c/4, ump#auwe: ~,~ d'dztiv,~os 

Les mesures ont dtd |aites sur des solutions de ca.~ine - ~ 39 mg/n~ pour deux 
concentrations d'enzyme, darts l'inter~-dlle de temlMxature 2o°-4 o°. La Fig. 8 montre 
une cin@tique de p-otdolyse/t 2o °, 25 °. 3 °o et 356 et nous avons reprdsentd, darts la 
F'q. 9, Courbe I. pour #msieurs s~ies d'essais, la dro/te logtlv.[t] -I en fonction de 
T - t  o6 ¢.  repr6s~te  la v/tesse init/ale et [e~ la concentratiou en pc6mre. Comme la 
oomstante de Mb-_haelis ne varie pas a v e c l a  temp6rature, la pente de cette dro/te 

B,cc&sM. 8,gll, kyJ .4c/e. ~ !|q651 ~ 6 - 3 7 7  
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est proportionneUe ~ l ' incrdment critique, p, ou cqn~rgie d 'ac t iva t ion  exp6rimentale 
de la r6action de d6conqx~t ion  du complexe interm6diaire en enzyme et  produi ts  
de la r6action. Nous avons trouv~ p -~ 6900 ~ 400 cal/mole. La Courbe z de la Fig. 9 
repr6sente la droite obtenue en rempla fan t  la valeur de la vites~e init iale par  celle 
de la vqtesse max imum,  V, darts l 'expression logs~,s[e] - s e t  oi~ V i e ]  -a ----- 1~. Dar ts  
les deux cas nous t r o u w n s  bien la mL-n~ v a l e u  d ' incr6ment  cr i t ique:  p = 69oo 4- 

4oo ca l /mole .  
Z 35" 

/ "  

z ~ ,  3o" 

0~ 

o 
o • ; ...... .; 

MinuteS 
Fig. S. Cin~tique de prot~olyse de la c a ~ e  K i difl~trentes temp~tratures en NaC! o. z M, pH  6.95. 
F_n abscisses: temps ell minutes (~c.oul~ depuis l 'addit ion de ia pr~sure. En ordonn~es: hombre 
de jul de NaOH o.oz 1~ vers¢ts par ml  d 'hydrolysat pour maintenir le p H  constant. Concentration 

en canine K: 3-9 rpg/mi. Concentratton e;] pr~sure: 7.z- Io -a U.P./ml. 
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1/r . lo~ 
Fi~. o. Variation de la vitesse en fonction de la t eml~ra ture .  Courbe l : Variation de la v i t e u e  
imtiaie .~.9 mg can ine  K/mi. Concentration en im~ure :  O o 3.6- Io-* U.P. /ml:  O0 3.8- so-* U.P. /ml;  
II, 7 . a ' ~  -s U.P.Iml; O. 7.z. so * U.P./ml. Courbe z: vaziation de in constante de viteme, k,. 
En absciues: inverse de la temp~tf~ture ,brahe expfim4e ,.,I ~ Kelvin. En mdoan6u: 
Iogarithme d6cim~ de rapport v~[e~ • ,q~rim~ en H÷/min/U.P. x sol Dane in Com4~e ~ on a 
suivi la variation da iogarithme d6cimal de la viteme maximum piur unit~ pt~mre exprim6e 

en H+/min/U.P. × . ~'. NatC! o. I M; pH 6.95. 

DISCUSSIOX 
Coa.mm~ de Mk, k z ~  

N o w  savom d ' a p ~  WAVGH ss que la ~ ~ a t  fm' tamut  ~ k 
pH 7 sdoa que h ~ ne semlde p ~  ~Ue s e m i b ~  ms degr~ de p a ~ m ~ s ~ u .  
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soit clue la p o r t i o n  ne modif~ pas le nombre de l;^~sons esters accessibles. 
soit que l'6quilibre polym~re ~ d i n ~ e  s'~tablisse avec une rapidit~ s-fir, ante pour 
n¢ pas influencer la ~n~tique de la prot6ol~e. Cette derni6,re h)~oth6se paralt la 
plus wraisemblable si l'on admet, avec WAUGHs, xt que les hauts p o l ~  de ia 
cas~ae r . ~ ,  repe(sent~ par les m/celles sont eux-m~mes en 6quiLibt~e r~versible 
avec de petits poiym6res dont la ta/lle exacte n'est pas pr6cis6e l~r  ~.' . . . . .  m " ~ -  

cette base nous pouvous alors exprimer la constante de Michaelis par rapport i l'un/tc 
cin6tique que construe  le d im~e a et K .  = (3-3 ± o.3)" xo -m M. Ceci ptak, ente ~g.ale- 
ment l 'avantage de donner pour Km la m~me valour au cas oil la cas~ine x ne serait 
pas homog~ne et ne contiendrait que 50% du ~.6ritable sul~trat de la pr6sure. En 
effet dans cette h y p o t ~  la vraie valeur de Km .seraJt la moitk~ de celie mesur~ 
mais il y aurait I liaison rompue par monom6re et non plus par dim~re si bien que 
la vaJeur de Km exprimt~e en mole/1 ne chang~rait pas. Une telle h~t~rog~n~it~ des 
preparations de cas~ine x est encore -~ c;aindre ~. 

Des valeurs de Km du m6me ordre de grandeur ont d~jA ~t6 trouvees pour 
difl~rent~ hydrolyses: nous citerons par exemple l'hydrolyse ~ pH 7 de la//-iacto- 
globuline par la trypsine (Kin = 1-7" Io - '  M (r6f. 14)) (ou par la chymotrypsine 
(Kin-----3.7"IO -s M (ref. IS)) et ~galement d'autres hydrolyses telles que celle de 
l'ac~tylcholine par l'ac~tylchoLinest~rase (Kin = 4 .~-" ~o-* M (r~f. x6) ). Dans certains 
cas, la valeur de Km pour l 'hydroiy,~ d'une liaison ester est plus faible que pour 
l 'hydrolyse d'une Liaison amide. Par exemple l'hydrolyse par la trypsine du benzoyl- 
L-argi :rune m~thylester donne K i n =  8"Io-SM (r6f. ~7) et du benzoyl-L-arginine 
amide Km ----- 2~" Io "t  M (ref. 18). 

L'assimilation possible de la constante de Michaelis/~ la constante de dis,~ciation 
du complexe enzyme-subst~at est un fair d'observation pour de nombreuses pro- 
t6olyses en particuLier pour l 'hydroly~ de la ~-lactoglobuline par la trypsine et la 
chymotrypsine ~. ~. L'inverse de cette constante repr6sente alors l'affinit~ de l'enz)ane 
pour son substrat. 

La chaleur de formation (/IH) du complexe pr6sure-cas~ine x 6tant nulle, toute 
la variation d'~nergie Libre est lie/~ une variation positive d'entropie/IS = q- ~o U.E. 
La formation du complexe pr(h'ure- cas~ine x est donc accorapagn6e d'un remar, iement 
intramol~culaire important et la Liaison est faible (/IH = o , / IF  = --63oo cal/mole). 
Ce remaniement intramo!~ulaire peut se faire soit par d~parx d~un grand nombre 
de rnol~cules d'eau, soit par d ~ r g a n i ~ t i o n  partielle du substrat ou d~ I'cnz~',,c: 
la valeur n~gative de la variation de l'entropi- ~ d'activation i~d~Qu-.o le ~-eto, r ~ ~n 
~tat plus organis~ du substrat ou de l'enzyme. 

Nous avons trouv~ pour k, ~t 35 ° la valeur de 36 s~.-L Cette valeur est relative- 
ment 61ev6e. e~viron zoo lois plus grande que ceUe d6termin~ pour i'hydrolw~e 
de la ~-lactoglobuline par la trypsine oi~ ks = o.x5 sec -~ (tel. x4). Cette valeur 
correspond au "f.it, bieh connu e ~ n t a l e m e n t ,  que h~ ,~action de coagulation 
peat ~tre tr6s rap/ale ou encore que de tr(s pe t i t~  quantit6s d'enzyme sont sufli- 
santes pour obtenir la coagulation contrairement aux quantit6s /mportar, tes n6ces- 
saires :, une ~ plus ~tendue v ~  non ~ u e  telle que celle s igna~ par 
N l r sc n~ s l~  am. Des valeurs 61ev6es de /~ sont ~ d e m e n t  obsert~e~ Io~ de l'hydro- 
lyre des liaisons esters. Par ~-xemple I'hydro.~-sc par ha c h ~  du benmyl- 
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L-ph~ny]alanine ~ y l e s t e r  conduit ~ une valeur de k~ ~- 5x sec -z et l'ac~tyl-L-ty- 
rosine ~thyiester ~t une ~ , u r  de k, -~ x93 sec -t (r~f. 2o). 

Variation d ' ~ r g ~  libre, d'entropie el d'entkalpie d'acliva~ion 

A partir de la valeur de i'incr~hnent critique, p, e*. ~-: !~ c o _ . ~ . t e  de vitesse, 
ks, nous avons calculi, d 'ap~s  la th~orie des ~-itesses absolues, les variations d'~nergie 
libre (JF*), d'enthalpie (AH*) et d'entropie (/IS*) d'activation. Ces valeurs ont 
~t~ r~ani~s dans le Tableau II. La variation d'enthalpie est faible, c'est la diminution 
: 'entropie qui apporte la part la plus nnportante .~ l'augmentation d'6nergie libre. 

De faibles valeurs de AH* sont souvent observ(~s pour l'hydrolyse des liaisons 
esters, nous citerons les valeurs de xx 9oo et xo9oo cal/mole trouv6es respectivement 
pour l~ydrolyse par la chymotrypsine du ben~yl-~-ph~nylalanine m~thylester et 
de l'ac6tyl-L-tyrosine 6thylester ~o. 

T A B L E A U  I I  

VALEURS THERMODYNAMI~U]ES CORRESPONDANT A L'ACTIVATION 
DU COMPLEXE INTERM~DIARE PRI~SURE--CASI~INE K .~ ~5 ° 

k,m (sec -z) 36 ± 4 
AF* (cal/mo]e) + i5.8oo ± zoo 

p (ca.i/mole) + 69oo ~ 4oc 

~H* (c~llmole) 4- 6300 ~ 400 
~S* (c~I/degrC~/mole) --31 ~ L5 

Grace/t un appareiUage tr~s sensible mais facile/t monter, il a donc 6t~ pos_sible 
d'~tablir avec une pr~ision satisfaisante des donn6es quantitatives relatives 
l'hydrolyse enzymatique d'une seule liaison par mol6cule de substrat. Les valeurs 
thermodynamiques trouv6es sont du m6me ordre de grandeur que celles concernant 
les prot~olyses enzymatiques ordinaires et plus particuli~rement lorsqu'il s'agit d'une 
activit~ est~rasique. C'est un nouvel argument en faveur de l ' h y p o t ~  que nous 
avions faite c-r I~. rupture par la pr~ure d'une liaison ester darts la ca.4Ane ~ (r~f. I), 
argument auquel vient s'ajouter Faction particuli~re du LiBH, sur la cas~ine g r(~x'm- 
ment signal~e par JOLLgS eta/. u. 

L'~tablissement de ces donmtes quantitatives ont tout leur int~r~t quand on 
sait qu'clles se rapportent ~ Faction primaire et SlX~cifique de la pr~ure, actiol3 qui 
amot," ~- ensuite le processus wowement  dit de coagulation du lait. 

XEM~RCigMEICTS 

Nora sommes ~ de r e ~ c ~  M. ~ r  pour ses conseils e t i e s  
ments qu'il n o w  a a p p ~ t ~  au crows de cette L4~ie ainsi clue IL T o x x m ~ T  et Mile. 
Yox I X ~  ks  ~ discussions qu'iis ont l ~ n  voulu noes acmrder. 

Ce travail a b~nLfr~ d'une s u ~  ¢~ Mi~i~t4~ de i'Agricuitwe des Etats- 
Umb (itG-Fr-lo3-6x) et ~ une pattie d'mae three de Decterat m a t e n m  ea 
juia z96a/t ia Facait~ des Sciencet de Paris. 

Bw.J~ .  8 i ,~ys.  A ~ .  66 ('~,.1) .~6-3~ 
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agscug  

Nous avon~ d6termin6 les diff6rent~ constantes thermodynamiques de l'hydrolyse 
de la liaison ester par la pr~sure dans la cas~ine ~ quA internment dans le ph~nnm6ne 
de coagulation du iait. 

La constante de Michaelis de la r~action en milieu NaC! o.: M " pi_ ..~ , 
pas avec la temp6rature entre 25°et  4 o°. Sa valeur est 1.8 m o.2 mg/ml ou (3-3 _o.3)" 
to  4 Me t  se confond avee la constante de "'dissociation du complexe enzsa'ae-substrat.  

La constante de vitesse de d6composition du complexe pr6sur(.-ca~ine ~ a 6t6 
t r o u v ~  ~gale ~t 36 :i: 4 sec-t ~t 35 °. 

La variation d'enthaipie correspondant/~ l 'activation du complexe interm6diaire 
enzyme-subs t ra t  es_t 63oo :i: 4oo cal/mole. 

A 35 ° l e s  variations d'6nergie libre et d'entropie d'acti,:ation du complexe 
i n t e r m ~ - e  sont respectivemeat 158oo = ioo cal/moie et --31 ~ i. 5 cal/degr6 
pour mole. 

Ces r6sultats ont 6t6 compar6s avec di,'~rses hydrolyses enzsanatiques en parti- 
culier les hydrolyses de liasons esters. 
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