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SUMMARY
Kinetic study of a limited proteolysis: action of remnin on x-casein

The various thermodynamic constants of the ester-bond hydrolysis by rennin
(EC 3.4.4.3) in x-casein as it occurs during milk clotting have been determined.

The Michaelis constant of the reaction in 0.1 M NaCl at pH 6.9 does not vary
between 25° and 40°. Its value is 1.8 4 0.2 mg/ml or (3.3 4 0.3)-107*M and is
practically equal to the dissociation constant of the rennin-x-casein complex.

The rate constant of decomposition of the rennin—«-casein complex is 36 4 4 sec?
at 35°.

The variation of enthalpy of activation cf the intermediary complex rennin-«-
casein is 6300 - 400 cal/mole.

At 35° the variations of free energy and entropy of activation of the intermediary
complex are, respectively, 15800 + 100 cal/mole and —31 + 1.5 cal/mole.

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

INTRODUCTION

Il existe peu de données quantitatives sur Ihydrolyse d’une seule liaison par molécule
de substrat lorsqu’il s’agit d’un substrat protéique. Cela tient d’abord i la rareté
du phénomére et ensuite aux difficultés qui surgissent lorsqu'on veut obtenir des
données expérimentales suffisamment précises pour calculer les constantes thermo-
dvaamiques de la réaction. Cependant une telle étude présente beaucoup d’intérét
théorique & cause de I'abscnce de produits intermédiaires d’hydrolyse qui, dans une
protéolyse ordinaire, constitu: 't 4 leur tour de nouveaux substrats et empéchent
de donner a priors une significacon précise aux constantes mesurées puisque 1'on
a affaire A une série de plusieurs réac.ions successives. Celles-ci posent un probléme
qu’il n'est pas toujours facile de résoudre et pourtant il se pose chayue fois qu'on
utilise pour Yes raisons de commodité technique la détermination des produits de
la réaction enzymatique plutot que la disparition progressive du substrat non
hydrolysé.

Dans un travail antérieur! nous avons montré que l'activité de la présure

Biockim Biophys. Acta, 66 (1963) ¥6H-3)/



CINETIQUE DE L'ACTION DE LA PRESURE SUR 14 CASEINF x 367

(EC 3.4.4.3) sur la caséine « pouvait se ramener A I'hvdrolyvse d'une seule liaison ester
par mole de substrat. Cette hydrolyse est er: relation direcic avec I'activité coagulante
de cet enzyme? et 'on peut schématiser la réaction de coagulation du lait de la maniére
suivante: .

Micelles ;9'-> complexes (x4, &, §, ...} solubles?

Complexes (x, «, §, ...) solubles

— complexes (xs, para x, 5, ...)
solubles 4 caséino-glvcopeptide {In

Compiexes (a, para x, g, ...) solubles N coagulum (1I)

as, x, B, représentent les principales caséines des complexes soiubles, para
« représente la caséine x aprés hydrolvse par la présure de la liaison ester et sépa-
ration concomitante du caséins-glycopeptide. On suppose que 1'Equilibre I dans le
lait est tré; rapidc ¢t ne perturbe pas la Réaction II. En 'absence d’ions divalents
(Ca2+, etc.) seule la Réaction II a lieu sans formation de coagulum. Enfin la Ré-
action III a un fort coefficient de température.® ce qui permet de la dissocier de
la Réaction II a basse température®.

Nous avons étudié ici 'action de la présure sur la caséine k seule en utilisant
des concentrations en enzyme du méme ordre de grandeur que celles utilisées pour
obtenir la coagulation du lait. Une addition de caséine a5 destinée a reconstituer,
au moins en partie, le complexe (xg, K, 8, ...} ne modifie pas essentieilement le mode
d’action de la présure, mais entraine des caractéristiques nouveiles que nous exposons
daiis un autre travails.

MATERIEL ET METHODES EXPERIMENTALES
Substrat

La caséine « a été préparic seion la méthede de McKENZIE ET WAKE?. Nous avons
observé que nous obtenions des résultats plus reproductibles cn ce qui concerne le
rendement, (environ 5 g de caséine x pour 150 g de caséine entiére) en eflectuant la pré-
cipitation par le sulfate de sodium a raisor: de 25 g de N2,SO anhydre pcur 100 ml de
volume final protéine et sulfate de sodium. Les concentrations en caséine « ont $té
déterminées en utilisant le coefficient d’extinction & 278 mp, E! 2%™ = 1.05 (réf. 2).
Le poids moléculaire de la caséine « a été pris égal 4 26000 (réf. 8). Les solutions
de caséine x ont été additionnées de toluéne a raison de 1 goutte pour 5 ml de solution.

Enzyme

Nous avons utilisé la présure cristallisée Hansen fournie par B. FoLTMANN®.
Les cristaux de présure ont été conservés en NaCl 2 M & —1x0°. Pour préparer une
solution stock les cristaux sont dissous danrs un tampon phosphate 0.05 M (pH 6.3)
et dialysés 36 h contre ce méme tampon. La solution stock est divisée en parties
aliquotes de 0.15 ml que I'on conserve au congélateur Nous avons utilisé comme
unité présure, 'unité 24€nie por BERRIDGE®. A 1 U.P. correspondait 12 ug de présure
cristallisée ou 3- 10~ moles de présure de poids moléculaire 40000 seion SCHWANDER ¢/
al.®. Les solutions stocks de présure diludes dans 1'eau distillée étant peu stables,

* Nous tonons ici A le remercier d'avcir si obligeamment mis # notre disposition cette présure.
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368 f. GARNIEKR

elies soni préparées extemporanément et ajoutées i raison de 50 ul pour 5 ml de
solution de caséine .

Méthode titrimétrique a pH constant

Pour suivre hydrolyse nous avons mzintenu le pH constant & 5-10~* unité
pH prés par addition de soude 0.01 N a I'aide d'une microburette graduée en 0.2 ul
comme cela a déja été décrit®. Nous avons opéré sous atmosphére d'azote en milieu
thermostaté & < 0.01°. Les mesures ont été faites en milieu de force ionique constante:
NaCl 0.1 M. La solution de caséine « (5 mi) était ajustée au préalable, pour chaque
température, 3 pH 6.95 {aprés réglage du pH-métre 3 la méme température a l'aide
d'un tampon phesphate (pH 6.9)). Ce pH est trés supérieur au pK du groupe car-
boxylique de la liaison ester hydrolysée qui est compris entre 4 et 5 (réf. 1), par con-
séquent la quantité de soude ajoutée pour maintenir le pH constant est égale au
rombre de liaisons hydrolysées. Quoique  'appareillage soit utilisé aux limites de
ses possibilités et que lec dérives de pH des solutions de protéines ne soient pas
tout A fait négligeables, 'erreur maximum sur la mesure d’une vitesse initiale ne
dépasse pas =109, environ. La reproductibilité des essais en double est souvent
meilleure et de I'ordre de — 5°,. Quand une dérive non négligeable a été observée,
nous en avons tenu compte dans le calcul de la vitesse initiale.

RESULTATS

Nous avons utilisé le schéma simpic des réactions enzymatiques de HExRI, MICHAELIS
ET MENTEY, entre I'enzyme E et le substrat S:
L) ke
E+ S Q? ES———E+ P

ou &, k," et k, sont les constantes de vitesse respectives de formation, dissociation
et décomposition du complexe intermédiaire ES. Nous avons mesuré les vitesses
initiales (les mesures scnt possibles environ 3o sec aprés l'addition de 'enzyme)
et nous avons admis que I'état stationnaire était atteint.

La concentration en présure esi suffisamment faible pour négliger la caséine «
combinée a I'enzyme. Par suite la vitesse initiale, v,. exprimée en fonction de la con-
centration initiale, {sy!, de caséine x est de la forme

ksie] [so]
rg = e
Kmn -~ [so}

(1)

avec la constante de Michaelis

kl' -+ kl
K ==
m k

et [e] représentant la concentration en présure.

V ariation des vitesses de protéolyse avec la concentration en présure

Noms avons vérifié la Relation 1 en u.aintenant constante la concentration en
substrat. La Fig. 1 donne un exemyp.c de I'évolution de la réaction A 2§° pour diffé-
rentes concentrations d’enzyme obtenues en diluant, dans I'can distiliée, la méme

Biockim. Biophys. Acta, 66 {. p.3 366-377
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solution stock de présure cristallisée. Dans les Figs. = ot 3 nous avons porté les vitesses
initiales, v,, en fonction de la concentration de la présure dans le mélange réactionnel
enzyme et substrat 3 deux températures (25° et 35°1. Les errsurs expérimentales ont
4té indiquées sur chacun des graphiques. Cn voit qu’il v a pioporticnnalité entre
la vitesse initiale et la concentration en présure, sauf peut-dtre pour 70-1073 U.P./mi

»
—

-
[

Hi/ml de NaOH, 0.01 N

-y A A 4 i i
0 1 2 3 4 s 3
Minutes

Fig. 1. Cinétique de proteolyse de la caséine xsuivie par titrimétrie a pH constant. Températuse 23 .

Concentrationsen présure: I, 73.0: 11, 37.0: 111 18 4. 1V, 11.0;V, 3.7-1073 U P.ml En ordonnées:

nombre de ul de soude 0.01 X ajoutés a 1 ml d'hvdrolysat pour maintenir ie pH constant (1 g1

deNaOHO0.01 N ¢ srrespond 4 1078 mole de H- 1ibéré. En abscisses: temps écoulé depuis 'addition
de la présure. Concentration en caséine «: 3.9 mg ml: NaClo.1 M: pH .95,

ig! ) /

o/.
sl :
24
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13 ¥
*
e e . i
-] 30 oo

ue/m =103

Fig. 2. Varistion des vitesses initiales en fonction de la concentration en présure a 25°. ..n ab-

scisees: concentration en présure (U.P.m!. En ordonnécs: vitizsseinitiale, vy, de protéolyse ex-

primée en mole Ae H* libérés 'min’ml - 10% Concentration en caséine «: 3.9 mg ml: NaClo1 M;
pH 6.95

Brackim Biophvs 4cta 66 {1003} Jias 377



370 J. GARNIER

a 35° oil la vitesse observée est trop faible. Cependant, pour de telles concentrations
en présure, les vitesses initiales sont grandes et leur mesure est imprécise car elle doit
se faire pendant la premiére minute de la protéolyse, période au cours de iaquelle
Paddition de I'enzyme i la solution provoque une perturbation d’an moins 30 sec
qui n’est pas trés reproductible d’un essai A I'autre.

Nous pouvons donc, dans la zone des concentrations en enzyme étudiée, appliquer
la relation de HENRI-MicHAELIS (Equation 1) et suivre les variations des vitesses
initiales, v,, en fonction de la concentration en substrat, [s,!, a différentes tem-
pératures.

7
]
Ty -

| /.

" i A T —
20 40 [ ] o©

UP/mi x 103

Fig. 3. Variation des vitesses initiales en fonction de la concentrati-n en présure 3 35°. En ab-

scisses: concentration en présure (U.P./ml). En ordonnées: vitesse initiale, v,, de protéolyse

exprimée en mole de H+ libérés/min/ml x 108. Concentration en caséine x: 4.17 mg/ml;: NaCl
o.1 M; pH 6.95.

Variation des vitesses de protéolyse avec la concentration en substrat & différentes tem-
Derwnres

Lorsque la concentration en caséine x varie de 0.6 4 19 mg/ml la vitesse initiale
de la réaction augmente et nous n’avons pas observé d'inhibition par excés de substrat.
Les résultats ont été représentés c-lon la relation d’EADIE:

v = : — K vofs0]

ou V = k,[e} et nous avons déterminé la constanie de Michaelis, Ky, qui est la pente
de la droite ainsi obtenue et 1a - itesse maximum, }’, proportionnelle 3 la constante
de vitesse de décomposition du complexe intermédiaire, qui est 'ordonnée A 'origine.
Ces dé&terminations ont été faites & trois températures: 25°, 35° et 40°, avec différentes
concentrations en enzyme.

Biockim. Biophys. Acta, 66 (1963) Y0037 ;
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To//sq]

Fig. 4. Détermination de la constante de MICHAELIS 4 25° & différentes concentraticns de présure.

En abscisses: rapport z,/{s,] exprimé en H-/min/mg < 10% En ordonnées: vitesse initiale, 1,

exprimée en H*/min/ml x 10% Concentration en présure: M, 4.6-107% U P./ml; O, 10.7-10°3
U.P./ml; A, 18 1073 U.P./ml. NaClo.1 M; pH 0.95.

o il 7
Yo Ses
Fig. 5. Détermination de 1a constante de MicHARI S & 35° & différentes concentrations de présure.
En abscioses: rapport t,/ 75, exprimé en H~/min'mg ~ 10®. En ordonnées: vitesses initiales, t,.
exprimées en H*/minfml x 10°. Concentrations en présare: 7, 2.6- 107U . P/mi; @, 6.6-107*
U.Ptnl: A 1181073 Pfml: A, 135-10%U P iml. @.1¢4 3 10U P.ml NaClo.1 M: pH 6.95.

Hockim Biophys Adcim 66 (19b3) 366-377



372 J. GARNIER

Les résuitats expérimentaux ont été reportés sur les Figs. 4-6. Les résultats
obtenus 4 35° pour les concentrations en présure supérieures ou égales 4 10-10-3 U.P.
pour ml (Fig 5), sont assez dispersés pour une raison semblable a celle déja signalée,
la réaction étant trés rapide, la vitesse ne reste constante que pendant trés peu de
temps, la mesure de cette vitesse ne repose que sur quelques déterminations et elle
demeure par suite assez imprécis~. Les movennes des valeurs expérimentales Ky
pour chaque température ainsi que ies écarts maximums observés ont été reportés
dans le Tableau I. Dans la limite des erreurs expérimentales, la constante de Michaelis
ne varie pas entre 25° et 40° et sa valeur movenne est de 1.8 = 0.2 mg/ml.

2 . a
.
1L \
© :\\\ i,
' © vallse)
Fig. 6. Détermination de la constante de MICHAELIS a 40° a différentes concentrations de présure.
En abscisses: rapport v4/’s,. exprimé en H-/min/mg ~ 10%. En ordonnées: vitesses initiales, v,
exprimées en H- min/ml < 10 Concentrations en présure: W, 2.7-1073 U.P./ml. @, 4.1-1073
U.P./m}; A, 8.2-1073 U.P.jml. NaCl 0.1 M; pH v.95.

e

Dans la Fig. 7, nous avons représenté la vitesse maximum en fonction de la
concentration en présure aux trois températures $tudiées. C'est une droite dont la
pente correspond a la constante de vitesse de décomposition du complexs enzyme--
substrat. La valeur de la pente a différentes températures a été reportée dans le
Tableau I et exprimée sous deux formes: I'une en urités arbitraires, I'autre en sec-1.
Sous cette derniére forme elle représente le nombre de liaisons esters rompues par

TABLEAU I
VALEURS DE Ky ET DE Ry A DIFFER®NTES TEMPERATURES

Vet
~1 -+ s ll' K K
Tempiraare (12 [’LIL ,;:'u;l (s, (g ml; M x'Fot,
28° 46 + 06 25 = 3 198 + 0.3 36 -0
3s° 66 + 0.7 36 = 4 1.55 = 0.4 2.8 +0.7
40° 8.4 +o0.3 46 ~ 2 1.84 + 003 3.3 = 0.05

* Valeur calculée sur 1a base d'un H* libésé par unitd cinétique ct de 3 10~ maole de présere
per wnité présure.

Diochim. Biophys. Acla, 66 (1963} 365 ,~
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sec par 1T molécule d’enzyme, nombre calculé sur la base de 3-10-1* mole de présure
par unité présure et d'un proton libéré par liaison rompue.

Ncus avons indiqué que la constante de Michaelis, A, est égale a (B, - k,)/k,
et nos résultats montrent qu’elle ne varie pas entre 22° 2t 40° Dans ce méme int.rvalle
de température, k, varie d'un facteur 2 (Tableau I). Il est peu probable que les varia-
tions de %,’[/k, compensent exactement celle de &,/k, mais il est beau.sup p us Lcob .o
que %, peut étre cousidéré comme négligeable devant %, et que, pratiquement, la

el 40°
Vi
35°
0} a
sl 25°
1 -
8L
L
4}
2y
L
o [} 3 A 1
s © [} ]
: U.P/mi x103

Fig. 7. Variations de Ja vitesse maximum en fonction de la concentration en présure & 25° (@ —@),
35° (A—A) et 40° (l—M). En abscisses: concentration dee la présure exprimée en U.P.'mi.
En ordonnées: vitesse maximum exprimée en H™/min/mi.

constante de Michaelis, K, est peu différente de la constante de disscciation du
complexe présure—caséine x c’est-i-dire k,'/k,. Par conséquent, la concentration du
complexe intermédiaire (ES) €3z celle qui résulte de I'équilibre E — S = ES et I'hypo-
thése d’HENRI! se trouve vérifiée comme c’est le cas dans presque toutes les hydro-
lyses enzymatiques.

Dans I'hvpothése d’une réaction entre la présure et un dimére de la caséine «
(ref. 2) nous obtenons les valeurs thermodynamiques suivantes pour la formation du
complexe intermédiaire d’aprés les relations:

JF = —RT log. Kptet A1F = JH — TS
a35°:

AF = —6300 -~ 100 cal;mole

AH =o

AS = +20 cal/degré/mole.
V arsation des vitesses de protéolyse avec la température: énergie d'activation

Les mesures ont été faites sur des solutions de caséine » A 3.0 mg/n.l peur deux

concentrations d’enzyme, dans l'intervalle de température 20°-40°. La Fig. 8 montre
une cinétique de protéolyse & 20°, 25°, 30° et 35" et nous avons représenté, dans la
Fig. 9, Courbe 1, pour plusieurs séries d'essais, la droite log,gv,[¢]™! en fonction de
T-1 0h v, représente la vitesse initiale et {¢] la concentration en présure. Comme la
constante de Michaelis ne varie pas avec la température, la pente de cette droite

Biockim. Brophys Acta. Hb (1963) 366-377



374 J. GARNIEFR

est proportionnelle 2 I'incrément critique, u, ou énergie d’activation expérimentale
de la réaction de décomposition du complexe intermédiaire en enzyme et produits
de la réaction. Nous avons trouvé g = 6900 + 400 cal/mole. La Courbe 2 de 1a Fig. 9
représente la droite obtenue en remplagant la valeur de la vitesse initiale par celle
de la vitesse maximum, V, dans I’expression log,,z,[¢]-! et oit V[el-! = A, Dans
les deux cas nous trouvons bien la méme valeu' d'incrément critique: pu = 69oo +

400 cal/mole.
38°
z
5l /
< /
[o]
2
Ly
E
™~
a
as

¢ 2 s

3

Minutes

Fig. 8. Cinétique de protéolyse de la caséine « 4 différentes températures en NaClo.1 M, pH 6.95.

En abscisses: temps en minutes écoulé depuis I'addition de la présure. En ordonnées: nombre

de ul de NaOH 0.01 N versés par m] d’hydrolysat pour maintenir le pH constant. Concentration
en caséine x: 3.9 mg/ml. Concentration i1 présure: 7.1-10°2 U.P./ml.

log V/e
U

— i .

3.3

Yr =103
Fig. 0. Variation de la vitesse en fonction de la température. Courbe 1: Variation de la vitesse
imtiaie. 5.9 mg caséine x/ml. Concentration en présure: O, 3.6-10-* U.P./ml; O, 3.8- 10-* U.P./ml;
W, 74073 U.Pml; @, 7.2:10 * U.P./ml. Courbe 2: variation de la constante de vitesse, A,.
En sabscisses: inverse de la température zbsolne exprimée en degrés Kelvin. En ordonnées:
logarithme décimal du rapport vjle; rprimé en H*/min/U.P. x 10'. Dans la Courbe 2 on a
suivi la variation da logarithme décimal 4e la vitesse maximum par unité présure exprimée

en H*/minfU.P. « . 7. NaClo.1 M; pH 6.9s.

1
= a2

DISCUSSION
Conslantc de Mickaciss

Nous savons d’aprés WAUGH!S que la caséine x est fortement polymérisée A
pH 7 alors que la protéolyse ne semble pas étre sensible au degré de polymérisation,

Biochiwm. Biophys. Acts, 66 (1963) 366-377



CINETIQUE DE L’ACTION DE LA PRESURE SUR LA CASEINE K 375

soit que la polymérisation ne modifie pas le nombre de lizisons esters accessibles,
soit que I'équilibre polymére = dimére s'établisse avec une rapidité suffisante pour
ne pas influencer la cinitique de la protéolyse. Cette derniére hypothése parait la
plus vraisemblable si I'on admet, avec WauGH? 12 que les hauts polymires de la
caséine ¢ -tidre, représentés par les micelles sont eux-mémes en équilibe réversible
avec de petits polyméres dont la taille exacte n’est pas précisée par ~ ¢t - w1 -
cette base nous pouvous alors exprimer la constante de Michaelis par rapport A 1'unit¢
cinétique que constitue le dimére? et Km = (3.3 - 0.3)-10-3 M. Ceci présente égale-
ment I'avantage de donner pour Km la méme valeur au cas oit la caséine « ne serait
pas homogeéne et ne contiendrait que 50 % du véritable substrat de la présure. En
effet dans cette hypothése la vraie valeur de Ky, serait la moitié de celie mesurse
mais il y aurait 1 Liaison rompue par monomére et non plus par dimére si bien que
la valeur de K, exprimée en mole/l ne changerait pas. Une telle hétérogénéité des
préparations de caséine « est encore & craindre’.

Des valeurs de Ky du méme ordre de grandeur ont déja été trouvées pour
différentes hydrolyses: nous citerons par exemple I'hydrolyse a pH 7 de la B-lacto-
globuline par la trypsine (Km = 1.7-10"*M (1éf. 14)) (ou par la chymotrypsine
(Km = 3.7-107*M (ref. 15)) et également d’autres hydrolyses telles que celle de
Pacétylcholine par l'acétylcholinestérase (Km = 4.2-10~¢ M (réf. 16)). Dans certains
cas, la valeur de K, pour Phydroiyse d’une liaison ester est plus faible que pour
I'nydrolyse d’une liaison amide. Par exemple I'hydrolyse par la trypsine du benzoyl-
L-arginine méthylester donne Ky = 8-10-*M (réf. 17) et du benzoyl-L-arginine
amide Ky, == 21-10~* M (ref. 18).

L'’assimilation possible de la constante de Michaelis 4 la constante de dissociation
du complexe enzyme-subsirat est un fait d’observation pour de nombreuses pro-
téolyses en particulier pour 'hydrolyse de la B-lactoglobuline par la trypsine et la
chymotrypsine!4. 13, L’inverse de cette constante représente alors I'affinité de 'enzyme
pour son substrat.

La chaleur de formation (4H) du complexe présure—-caséine x étant nulle, toute
la variation d’énergie libre est lié a une variation positive d’entropie 4S5 = -+20 U.E.
La formation du complexe présure - caséine « est donc accompagnée d’un remaniement
intramoléculaire important et la liaison est faible (A4H = o, 4F = —6300 cal/mole).
Ce remaniement intramoléculaire peut se faire soit par départ d'un grand nombre
de molécules d’eau, soit par désorganisation partielle du substrat cu de I'enzyme:
la valeur négative de la variation de I'entropiz d’activation indique le “etonr & un
état plus organisé du substrat ou de 'enzyme.

Constante de vitesse de décomposstion du complexe présure —caséine

Nous avons trouvé pour %, A 35° la valeur de 26 sec—*. Cette valeur est relative-
ment élevée, erviron 200 fois plus grande que celle déterminéz pour I'hydrolyse
de la B-lactoglobuline par la trypsine ol & = 0.15 sec™! (ref. 14). Cette valeur
correspond au fiit, biew. connu expérimentalement, que la réaction de cuagulation
peut étre trés rapide ou encore que de trés petites quantités d'enzyme sont suffi-
santes pour obtenir la coagulation contrairement aux quantités importartes néces-
saires & une protéolyse plus étendue mais non spéifique telle que celle signalée par
NirsceMANN®. Des valeurs élevées de &, sont également observées lors de 'hydro-
lyse des liaisons esters. Par sxempie I'hydrolyse par la chymotrypsine du benzoyl-

Biocksm. Brophys Acta, 66 (1963) 366377
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L-phénylalanine méthylester conduit A une valeur de k4, = 51 sec™! et Pacétyl-L-ty-
rosine éthylester 4 une valeur de &, = 193 sec™! (réf. 20).
Variation & énergic libre, d'entropie et d’enthalpie d’activation
A partir de la valeur de i'incrément critique, gz, et 2z la constante de vitesse,
k;, nous avons calculé, d’aprés la théorie des vitesses absolues, les variations d’énergie
libre (4F*), d'enthalpie (4H*) et d’entropie (45*) d'activation. Ces valeurs ont
été réunies dans le Tableau II. La variation d’enthalpie est faible, c’est la diminution
A‘entropie qui apporte la part la plus importante 3 'augmentation d’énergie libre.
De faibles valeurs de 4H* sont souvent observées pour 'hydrolyse des laisons
esters, nous citerons les valeurs de 11900 et 10goo cal/mole trouvées respectivement

pour I'hydrolyse par la chymotrypsine du benzovl-L-phénylalanine méthylester et
de I'acétyl-L-tyrosine éthylester®.

TABLEAU 1I

VALEURS THERMODYNAMIQUES CORRESPONDANT A L’ACTIVATION
DU COMPLEXE INTERMEDIARE PRESURE-CASEINE x A 35°

ks (secTl) 36 + 4

AF* (cal/mole) 4 15.800 4 100
p#  (cal/mole) + 6900 + jo0
AH* (cal/mole) + 6300 + 400
J35* [cal/degré/mole) —31 + L.5

Grace A un appareillage trés sensible mais facile 2 monter, il a donc été possible
d’établir avec une précision satisfaisante des données quantitatives relatives a
I'hydrolyse enzymatique d'une seule liaison par molécule de substrat. Les valeurs
thermodynamiques trouvées sont du méme ordre de grandeur que celles concernant
les protéolyses enzymatiques ordinaires et plus particuliérement lorsqu’il s'agit d’une
activité estérasique. C'est un nouvel argument en faveur de I’hypothése que nous
avions faite e»r 12 rupture par la présure d’une liaison ester dans la caséine « (réf. 1),
argument auquel vient s’ajouter I'action particuli¢re du LiBH, sur la caséine x récem-
ment signalée par JOLLES e al.2.

L’établissement de ces données quantitatives ont tout leur intérét quand on
sait qu’clies se rapportent 4 I'action primaire et spécifique de la présure, action qui
amorr: ensuite le processus proprement dit de coagulation du lait.
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RESUME

Nous avons déterminé les différentes constantes thermodvnamiques de I'hydrolyse
de la liaison ester par la présure dans la caséine x qui intervient dans le phénoméne

de coagulation du lait.
La constante de Michaelis de la réaction en milieu NaCl 6.1 M L pi. .y « -

pas avec la température entre 25° et 40°. Sa valeur est 1.8 <+ 0.2 mg/ml ou (3.3 +-0.3)-
10~* M et se confond avec la constante de dissociation du complexe enzyrie-substrat.
La constante de vitesse de décomposition du complexe présure—caséine x a été

trouvée égale i 36 + 4 sec™! i 35°.
La variation d’enthalpie correspondant a I'activation du complexe intermédiaire

enzyme —substrat est 6300 + 400 caljmole.

A 35° les variations d’énergie libre et d'entropie d'activation du complexe
intermédiaire sont respectivement 15800 — 100 caijmole et —31 + 1.5 cal/degré
pour mole.

Ces résultats ont été comparés avec diverses hvdrolyses enzymatiques en parti-

culier les hydrolyses de liasons esters.
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