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I~tude cin6tique compar6e de I'hydrolyse des lactoglobulines A et B* 

La prot6olyse de la lactoglobuline par la trypsine a 6t6 6tudi6e ant6rieurement sur 
une prot6ine issue d 'un m61ange de laitsl, 2. On sait actuellement qu'il existe dans 
le lair de vache, deux lactoglobulines g6n6tiquement diff6rentes 3. Ces protdines n 'ont  
pas la m~me charge globale 4, en particulier dans la z6ne de pH correspondant 
l 'activit6 de la trypsine. D'autre  part,  leur composition en aminoacides diff~re 
16gbrement 5. I1 faUait donc reprendre l '6tude de la prot6olyse trypsique de chacune 
de ces deux prot6ines. 

Les lactoglobulines sont pr6parfes au laboratoire par la mfithode de PALMER 6, 
modifife 7. Les types A et B sont identifi6s par 61ectrophor~se sur papier et par 
ultracentrifugation analytique. La trypsine (EC 3-4.4.4) (produit Worthington, qui 
contient environ 50% de MgSO4) est dissoute dans HC1 o.oi N et dialys6e contre 
cette solution jusqu'~ 61imination totale de MgSO 4. 

La cin6tique d'hydrolyse des lactoglobulines par la trypsine a 6t6 suivie essen- 
tiellement par la m~thode potentiom6trique ~ pH constant s, qui permet une bonne 
d6termination des vitesses initiales. Dans des conditions identiques (c'est-A-dire en 
solution dans le chlorure de sodium o.I M k pH 7.oo et 35°), ~ des concentrations 
d 'enzyme et de substrat  6gales, la vitesse initiale d 'a t taque trypsique de la lacto- 
globuline B e s t  3.5 fois plus faible que celle de la lactoglobuline A. Cependant lorsque 
nous prolongeons l 'hydrolyse, la rapport  entre le nombre de liaisons peptidiques 
rompues dans les lactoglobulines A et B, diminue avec le temps de prot6olyse. De 
3.5 en d6but de r~action, il passe ~ I . I  au bout de 3 h d'hydrolyse. Nous observons 
6galement, qu 'un m~me pourcentage de produits (IO% pour les deux substrats) 
pr6cipitables par l'acide trichlorac6tique A 5~/o, en solution aqueuse ~ 30% d'alcool, 
subsiste dans le milieu r6actionnel apr~s une trentaine d'heures de prot6olyse. Ceci 
semble en accord avec le fait que les deux lactoglobulines A et B contiennent le 
m6me nombre de r6sidus lysine et arginine. 

Ind6pendamment  de cette 6tude, des diff6rences dans les vitesses d 'a t taque des 
lactoglobulines A et B ont 6t6 mises en 6vidence dans un autre laboratoire 9, au 
moyen de technic ues diff6rentes. 
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Fig. I. H y d r o l y s e  t r y p s i q u e  des l ac tog lobul ines  A et  B. R e p r e s e n t a t i o n  de Eadie .  La  vi tesse  
i n i t i a l e  v es t  expr im6e  en l ia isons pe p t i d ique s  d6 t ru i t e s  m i n - l . m l  -x x lO 7. La  concen t r a t i on  
d ' e n z y m e  est  e = ioo  ~,/ml. Temp.  = 35°; NaC1, o . i  M p H  ~ 7- A,  l ac tog lobu l ine  A; C ~, lacto-  

g lobul ine  B. 

* Une pax'tie de ce t r a v a i l  a fa i t  l ' ob je t  d ' une  c o m m u n i c a t i o n  au Congr6s I n t e r n a t i o n a l  de 
B iophys ique  de S tockho lm (Aout  1961). 
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Nous avons d6termin6 les constantes cin6tiques de ces r6actions: constante de 
Michaelis Km et constante sp4cifique de d6composition du complexe enzyme-  
substrat  ks A part ir  de la repr6sentation de Eadie (Fig. i):  les r6sultats sont group6s 
dans le Tableau I: 

T A B L E A U [  

Substrat Km k~ 
(mg~ml) (sec -1) 

Lactoglobuline A 5.7 ~ i 0.07 
Lactoglobuline t3 6 ± I 0.02 

L'6tude cindtique de ces r6actions montre tout d 'abord que la constante de 
Michaelis Km est la m~me pour les lactoglobulines A e t  B. Les diffdrences dans les 
vitesses initiales d 'a t taque enzymatique rdsultent done de variations dans les con- 
stantes sp6cifiques de d6composition de ces complexes. 

L'affinit6 de la trypsine est doric la m~me pour les deux lactoglobulines malgr6 
leur diff6rence de charge (Jz  = 2 au-dessus de pH 6) 4. Par  consfquent, la charge 
61ectrique globale du substrat  n ' intervient pas dans son association avee l 'enzyme. 
Ceci est en accord avee les r6sultats ant6rieurs 1°, qui montrent  que l'association 
trypsine-lactoglobuline n'est pas de nature 61ectrostatique. D'autre  part,  la portion 
de la mol6cule portant  les deux groupements carboxyliques suppldmentaires (acides 
apartiques) dans la lactoglobuline A n'intervient pas dans la formation du complexe 
interm6diaire. 

Les diff6renees de structure (charge 61ectrique ou constitution chimique) entre 
les deux lactoglobulines semblent intervenir seulement au stade de la d6composition 
du complexe interm6diaire. Des analyses chimiquesS, 11, r6v61ent qu'il existe darts la 
lactoglobuline A deux acides aspartiques et deux valines de plus, deux glycines et 
deux alanines de moins que dans la lactoglobuline B. A partir  d 'hydrolysats chymo- 
trypsiques des lactoglobulines A e t  B, ont 6t6 isol6s 12 deux peptides A e t  B dans 
lesquels un acide aspartique est remplac6 par une glycine. Dans ces peptides, il y a 
4 liaisons hydrolysables par la trypsine. Comme cela est observ6 pour l 'hydrolyse 
de certains peptides 1~ la prdsence d'un groupement carboxylique charg6 n6gative- 
ment (acide aspartique) au voisinage d'une liaison peptidique doit faciliter la rup- 
ture de celle-ci. Ceci laisse supposer que cette liaison est l 'une des premi6res ~ rompre 
dans les lactoglobulines A et B. 

D'autre  part  la charge globale de la prot6ine peut intervenir dans la d6composi- 
tion du complexe. L'6tude cin6tique de la r6action en fonction du pH permet d 'ap-  
porter quelques pr6cisions sur ce point. Les valeurs de Km ~ diff6rents pH sont 
identiques pour les deux lactoglobulines, elles correspondent aux erreurs d'ex- 
p6rience pr6s ~ celles qui avaient 4t6 d6terminfes avec le m61ange des deux pro- 
tdinesl, 2. C'est-/~-dire darts des conditions extr6mes, Km passe de 6 mg/ml ~ pH 7.o 
/t 3 mg/ml ~ pH 8.5. Les modifications de Km en fonction du pH feront l 'objet d 'une 
6rude ultdrieure. 

Par  contre, la variation de ks en fonction du p H e s t  diffdrente pour les deux 
lactoglobulines A et B. On obtient deux courbes en S d6cal6es l'une par rapport  
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Fig. 2. Variation de la constante sp~cifique de vitesse de d~composition du complexe, ks(see -1) 
en fonction du pH. Temp. = 35°; NaC1, o.i M. A ,  lactoglobuline A; 0 ,  lactoglobuline B. 

rautre par une translation suivant l'axe des pH (Fig. 2). L'activitd optimale de la 
trypsine vis-a-vis de la lactoglobuline A, atteinte ~ pH 8.0 est 16g~rement sup6rieure 

l'activit6 maximale de la trypsine envers la lactoglobuline B, atteinte & pH 9.0 
seulemeut. On a montr61°, que l'activation du complexe trypsine- lactoglobuline 
s'accompagne de la perte d'un proton. La charge globale de la lactoglobuline A ou 
l'influence de l'acide aspartique doit favoriser le ddpart de ce proton. 

L'analyse cin6tique que nous avons faite, nous a permis de prdciser que la 
trypsine ~ m~me affinitd pour les deux lactoglobulines A et B. Les diff6rences de 
vitesse d'hydrolyse rdsultent de variations dans les constantes sp6cifiques de d6- 
composition des complexes interm~diaires: ces variations sont imput6es ~ une dif- 
ference dans la structure primaire au voisinage vraisemblablement de l'une des pre- 
mieres liaisons hydrolysables et & l'influence des differences de charges qui r6sultent 
de telles structures. 
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