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SUMMARY 

The conductivity method in the study of enzyme reactions. Butyrylcholinesterase 
Enzymatic reactions usually give rise to a conductivity change. By recording 

this physical property of the reacting medium, it is possible to study the enzyme 
kinetics. We give the principle of this method; we define the conductivity efficiency 
of the reaction which measures the sensitivity of the technic. This efficiency coefficient 
varies with the experimental conditions, particularly when different buffers are used. 

The kinetics parameters of acetylcholine hydrolysis by the butyrylcholinester- 
ase (acylcholine acylhydrolase, EC 3.1.1.8) are easily obtained by the conductivity 
method; the sensitivity is high. Our results agree with the literature values. 

INTRODUCTION 

Ce travail porte sur l'6tude conductimfitrique de l'activit~ enzymatique d'une 
pr@aration de butyrylcholinest6rase (acylcholine acyl-hydrolase, EC 3. I.1.8). Son 
but est de rechercher les meilleures conditions exp6rimentales en vue d 'adapter  la 
technique conductim6trique au dosage rapide de l'activit6 cholinest~rasique du s~rum. 

D~s 19o 3, HENRI ET DES BANCELS 1 employaient la m~thode conductim6trique 
pour ~.tudier la digestion de la g61atine par la trypsine. Depuis, il est exceptionnel 
de trouver dans la litt6rature scientifique des exemples d'application de la conducti- 
m6trie en enzymologie. ANDREEV et al. 2 ont signal6 l 'augmentation de conductiviff' 
qui accompagne la dfigradation enzymatique de l'ac6tylcholine dans un tampon 
phosphate. AUGUSTINSSON a indique dans une revue g6n~rale qu'il est possible de 
titrer l 'activit6 des cholinest6rases par conductim~trie. I1 s'agit l~t d'une erreur, le 
travail citO porte sur une technique particuli~re de la m6thode acido-basique. 

MATI~RIELS ET MI~THO1)ES 

(a) Principe de la mdthode conductimdtrique 
Nous utiliserons les d6finitions et svmboles suivants. G: conductance (.(2 1). 

A d r e s s e  a c t u e l l e :  L a b o r a t o i r e  de C h i m i e  e t  de Tox ico log ic ,  F a c u l t ~  dc  P h a r m a c i e  oh' 
Grenob le ,  38-La  T r o n c h e ,  F r a n c e .  
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a: conductivit6 sp6cifique (Q-l .cm-1);  K:  constante de cellule (cm-1), K : a/G; 
A: conductivit6 6quivalente d 'un 61ectrolyte (Q- l . cm 2.6quiv-1); A0: conductivit6 
6quivalente limite (0  -1. cm ~. 6quiv-1) ; ~0(i) : conductivit6 6quivalente limite de l'ion 
i; c: concentration (6quiv.l-1). Nous rappelons la relation: A : IOOO (a/c). 

D'une fa~on g6n6rale, toute r6action enzymatique est susceptible d'entralner 
une variation de la conductivit6 du milieu. Mais cette variation ne sera pas n6ces- 
sairement proportionnelle au nombre de mol6cules de substrat  transform6es, en 
particulier si les produits de la r6action sont des 61ectrolytes faibles. 

I1 est toutefois possible de pr6voir th6oriquement la variation maximale de 
conductivit6 en utilisant les conductivit6s dquivalentes limites, qui sont ind6pen- 
dantes des concentrations. Nous d6finirons alors le rendement conductimdtrique thdo- 
rique de la r6action, RT, par la variation: 

~ ' l P i ~ o ( P l )  - -  ~ ' l r i J to (Rl )  
R~ = (,) 

n 

off: ~(Pi) et ~(Ri) sont les conductivit~s ~quivalentes limites des ions de type i 
existant avant  la r~action (Ri) et apr~s la r~action (Pi). Pi et rl sont les nombres de 
charges ~l~mentaires des ions de type i avant  la r~action (rl) et apr~s la r~action (Pi) 
lorsque la r6action stoechiom~trique est ~crite pour une molecule de substrat, n e s t  
le nombre de liaisons dans une molecule de substrat  sur lequel porte la r~action 
enzymatique. 

Les r~actions enzymatiques ont lieu g~n~ralement dans des conditions de con- 
centration et de force ionique telles que la d~finition pr~c~dente n'est pas valable; 
de plus, il pourra exister des r~actions secondaires avec le tampon habituellement 
utilis~. Malgr~ ces difficult~s, la notion de rendement th~orique est int~ressante car 
elle permet de pr6voir l'ordre de grandeur des variations maximales de conductivit~ 
accompagnant une r~action, c'est-~-dire la sensibilit6 de la m~thode. Inversement,  
la d~termination exp~rimentale de RT pourra permettre dans certains cas de pr~ciser 
un m~canisme r~actionnel. 

En pratique, et surtout pour les ~lectrolytes faibles, la variation de conductivit~ 
d~pendra beaucoup des conditions exp~rimentales (pH, nature du tampon, force 
ionique, etc...). Elle pourra ~tre sup~rieure ou inf~rieure au rendement th~orique, 
positive ou n~gative. C'est pourquoi il est utile de d~finir un rendement conducti- 
mdtrique expdrimental, RE, qui mesure la sensibilit~ de la m~thode dans des conditions 
exp~rimentales donn~es : 

IOOO 
R E  = - - - -  ~ a ( Q - 1  . c m  ~ . ~ q u i v - 1 )  (2) 

c .n  

Aa est la variation totale de conductivit6 qui apparait  apr~s la transformation en- 
zymatique de c moles/1 de substrat. Le facteur IOOO provient du choix des unit~s de 
la conductivit6 (en ~9 -~ .cm -~) et de la concentration (mol6cule-g/1). D'une fa~on 
g6n~rale, RE doit ~tre exprim~ en 6quiv -~ car l 'action enzymatique peut porter sur 
plus d'une liaison par mol6cule de substrat. Dans le cas de l'ac6tylcholine, n = I e t  
RE se rapporte indiff6remment A la mol6cule de substrat  ou A l'6quivalent enzyma- 
tique. 

Si le rendement est ind6pendant de c, nombre de moles de substrat  transform6es, 
il sera possible d'enregistrer la r6action par l'interm6diaire de la conductivit6. Toute 
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dtude enzymat ique  par  conduct im~tr ie  devra  donc ~tre prfic~dfie d 'une  ~tape destin~e 
v~rifier cet te  ind@endance  et ~ d~l imiter  les meil leures condi t ions exp~rimentales .  

Dans  ce t ravai l ,  nous ~tudions l ' hydro lyse  de l 'ac~tylchol ine pa r  la b u t y r y l -  
cholinest4rase.  Que peut-on prfivoir des var ia t ions  de conduct ivi t ( '  a ccompagnan t  
ce t te  rfiaction ? 

Le rendement  th£'orique de la r~act ion:  

('HaC()()(CH2) 2 N (('Ha) a ~ n2() ~- ( 'nac( ) ( )  + 11+ i tl() (C1t2)2 N (('Ha) a 

peut  s '6crire : 

I~T - )~0(CHaC()()) ~ ).,([t ~) ~ ).o(choline) ;t 0 (acdtylcholinc) 

La  conduct iv i t6  6quivalente  l imite  de l ' eau est n~gligeable. La choline et 
l ' ac~tylchol ine  sont  sous forme de chh)rure, done ionisables;  nous a dme t t rons  en 
premiere  app rox ima t ion  que leurs mobil i tSs sont  ~gales. RT ne d @ e n d r a  f inalement 
que de ~t0(CHaCOO ) + )~0(H ~). La conductivi tf i  dquiva len te  l imite  de l ' ac ide  ac(~tique 
est  connue~: ~0 --- 39o.7 °. Lorsqu 'une  mole de subs t ra t  est  dfigrad~e dans  I ml, la 
conductivi tf i  de la solut ion doit  donc en pr incipe augmente r  d 'envir()n 391 .(2 ' • cm '. 
En  fait ,  ce t te  va leur  n 'es t  a t t e in t e  qu '~  concent ra t ion  nulle car  l ' ac ide  acdtique est 
un ~lectrolyte faible. A pa r t i r  de la loi de di lut ion d 'Os twa ld  et de la valeur  de la 
cons tan te  de dissociat ion Kd de l ' ac ide  ac~tique, 1.75.~o ~ M "1 25 ~' (r(~f. 6), il est  
possible de mon t r e r  que le r endement  conductimg~trique ne sera ind( 'pendant  de la 
concent ra t ion  en acide ac~tique form6 que si celle-ci est tr~s inf6rieure ~t Kd/4. Cette 
condi t ion n 'es t  pas gdn( ' ralement  r~alisable et, pour  ~viter la difficult(' lide h la 
dissociat ion incomplSte de l 'ac ide ac~tique, il est pr(~f6rable d'g~tudier la r6action en 
milieu alcalin. Le r endemen t  est certes plus faible (A .... 91 .Q l . cm ' ,  pa r  (qu iva l en t  
d ' ac~ ta te  de sodium) mais  les acfitates sont des filectrolytes forts. 

La  cinfitique d @ e n d a n t  du pH,  il est indispensable  de l '6 tudier  dans  un milieu 
t a m p o n n ( .  Mais la na tu re  du t ampon  utilisd in te rv ien t  d i rec tement  dans  la var ia t ion  
de conductivi t ( ' .  Ainsi, l ' accep teur  de protons  pourra i t  6tre un anion;  dans  ce ('as 
l 'effet t a m p o n  r~sultera de la rdaction 

:\ [ H ,  ,-" All 

Su ivan t  que 20(A ) est infdrieur, ~gal ou sup~rieur ,~ ;t0(CHaCOO ), RE sera positif, 

nul  ou n~gatif. 
I , ' id~al est d 'u t i l i ser  comme t ampon  un accepteur  de protons  non chargd, par  

exemple  une amine:  

1~ NH 2 t t4' m I< NH a 

Comme ;to(R NH,,) o, te bi lan final dans  ce cas sera:  

l e t -  ),o(l~ NHa) t )-o(CHaCO() ) 

(b) Produits utilisds 
Butyry lchol ines t6rase  ex t ra i t e  du s6rum de cheval,  fournie par  "Schwarz Bio- 

chemical  Corp." (lot No. 67o i -P) ;  act iv i t6  sp6cifique: 4.5 U/rag. Chlorure d 'ac( ' ty l -  
choline "Bri t i sh  Drug Houses",  quali t6 "biochemical" .  En tou te  rigueur,  il eflt 6td 
pr6f6rable d 'u t i l i ser  la butyry lchol ine ,  subs t ra t  sp6cifique de l ' enzyme 6tudi(~. Mais 
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BUTYRYLCHOLINESTI~RASE 621 

le rapport  de l'affinitd de l 'enzyme pour ces deux substrats n'est pas tr~s dlevd, de 
l 'ordre de 4 en faveur de la butyrylcholine; le rapport  des vitesses maximum est de 
1. 5 (rdf. 7)- De plus, il est d'usage de doser l 'activitd cholinestdrasique du sdrum ~t 
l'aide de l'acdtylcholine. 

Tampons:  tampon Tris-HC1 0.06 M (pH 8.0); tampon c i t ra te-NaOH (pH 6.0) 
(Titrisol Merck); tampon bicarbonate-HC1 0.025 M (pH 8.7). Toutes les solutions 
sont pr6par6es avec de l 'eau bidistill6e dans un appareil en silice. 

(c) Appareillage 
La conductance des solutions est enregistr6e ~ l'aide d'un pont de mesure 

Wayne-Kerr  B-22I dquipd de l'accessoire A-22I et d 'un enregistreur. Nous utilisons 
une cellule de mesure Metrohm EA 645. 7 (K ---- 6.25 cm-1; volume utile: 25-30 ml). 
Elle est entour6e d 'un manchon ~ circulation d'eau relid ~ un thermostat.  Les fluc- 
tuations thermiques sont infdrieures ~t o.oi °. Les mesures sont effectudes ~ 25°; leur 
prdcision relative est habituellement meilleure que lO -4. 

I1 n'est pas possible de contr61er le pH des solutions directement dans la cellule 
car la diffusion de KC1 en provenance de l'dlectrode au calomel entralne des erreurs 
trop importantes. Nous effectuons donc ces vdrifications sur des prdl~vements de 
faible volume (100-200 #1) ~t l'aide d'une ~lectrode Tacussel ASP/TSP reli~e ~ un 
pH-m~tre Corning ModUle 12. 

L'introduction des r6actifs dans la cellule se fait au moyen de micropipettes 
de type Marburg (20 et IOO/zl) et de microseringues Hamilton (0-50/zl). 

(d) Ddroulement des mesures 
Les mesures se ddroulent habituellement de la fa~on suivante: 
Apr~s avoir introduit dans la cellule 25 ml d'eau, les solutions de tampon (I ml) 

et de substrat  (de l 'ordre de 2O-lOO/zl) sont ajoutdes. La conductance et le pH sont 
ensuite dventuellement ajustds ~ la valeur ddsirde par de faibles volumes des solutions 
approprides (KC1, NaOH, HC1). Nous effectuons une correction de volume de fa~on 

rapporter tousles rdsultats ~ 26 ml. 
Au terme d'une pdriode plus ou moins longue, la conductance se stabilise. 

Nous entendons par l& soit qu'elle reste constante, soit qu'elle varie suffisamment 
lentement et rdguli~rement, de sorte que par extrapolation l 'on puisse ddterminer 
la variation due & la rdaction enzymatique. Introduisons un petit volume v de la 
solution d'enzyme. La rdaction ddbute : la conductance augmente d 'abord rapidement 
puis se stabilise progressivement lorsque toutes les mol6cules de substrat  sont trans- 
formdes. La Fig. I montre comment obtenir par extrapolation de la ligne de base 
l 'augmentation totale de conductance AG. 

En rdalitd zIG est la somme de deux termes: zIG = zIG o + zIGR; zIG 0 rdsulte 
de la conductivitd propre de la solution introduite dans la cellule, en l'occurence la 
solution d'enzyme, zIGR est la variation due ~ la r6action enzymatique. Pour con- 
naitre zIGR, qui reprdsente la quantitd intdressante, il faut donc mesurer AG o dans une 
deuxi~me expdrience. A cet effet, une fois la rdaction terminde, il suffit d'introduire 
dans la cellule la m~me quantitd d 'enzyme: la variation pratiquement instantande 
de conductance alors observde sera ZIG 0 (au contraire, apr~s introduction d'une petite 
quantitd de substrat, une nouvelle augmentation progressive due ~ la rdaction en- 
zymatique serait apparue). Bien entendu, il est toujours possible de prdparer des 
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Fig. L t, augmentation instantandc de la conductance d'une solution de Tris apr6s introduction 
du substrat (2o/*l d'acdtylcholine ] . io -1 M); 2, introduction de 1 mg de butyrylcholinest~rase: 3, 
deuxi6me introduction de i mg d'enzyme. 

so lu t ions  i so -conduc t r i ces  d ' e n z y m e  et  de subs t r a t ,  de sor te  que  la v a r i a t i o n  observ6e  

ne soi t  due  q u ' ~  la t r a n s f o r m a t i o n  du subs t r a t .  

(e) Ddtermination d'une activitd enzymatique 
Soi t  [SI la c o n c e n t r a t i o n  du  s u b s t r a t  (en moles/ l )  dans  le v o l u m e  final  V. 

I n t r o d u i s o n s  une  ce r t a ine  q u a n t i t 6  d ' e n z y m e  E (en mg).  A la fin de  la r6act ion ,  la 

c o n d u c t a n c e  a u r a  var i6  de la q u a n t i t 6 :  

nRE 
,d(;R IS; 

[ 0 0 0  K 

P o u r  une  pe t i t e  q u a n t i t 6  dS  de s u b s t r a t  d6grad6,  la  v a r i a t i o n  de c o n d u c t i v i t 6  

sera : 

nRE 
( l ~  - dS 

1 ( ) 0 0  

La  vi tesse  de v a r i a t i o n  de la  c o n d u c t i v i t 6  est  d6finie pa r :  

(kr (1G nRE (IS dRE 
- -  K (si o )  

(it (It ] ooo (It dt 

Au  d6bu t  de  la  r6act ion ,  et  en exc6s de subs t r a t ,  da/dt est  g6n6ra le rnent  con-  

s t a n t  (r~act ion d ' o r d r e  z6ro). II f au t  p o u r  cela  que  RE soi t  6 g a l e m e n t  i n d 6 p e n d a n t  

de  t, c'est-~t-dire de  la q u a n t i t 6  de s u b s t r a t  d6grad6.  D a n s  ces condi t ions ,  la m e s u r e  
de dG/dt p e r m e t  de d 6 t e r m i n e r  l ' a c t i v i t 6  e n z y m a t i q u e  A '  8 l ' a ide  de la f o r m u l e :  

l(- v dG 
A' - - (3) 

lee (ll 
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Cette relation pratique est valable pour les unit6s suivantes: A' :  nombre 
d'unit6s internationales, U (quantit6 d'enzyme qui transforme I #6quiv de la liaison 
concern6e par la r6action enzymatique, en I min, celle-ci 6tant 6tudi6e aux conditions 
optimales, ~ 25°); (dG/dt): /~2-1.min-1; K:  cm-1; V: ml; R~: Q-l .cm*'6quiv-1.  
L'activit6 sp6cifique A de la pr6paration d'enzyme est donn6e par A ~- A'/E. 

R~SULTATS 

(A ) D~termination du rendement conductimdtrique 
Nature du tampon-pH 
La valeur de RE d6pend A priori de nombreux facteurs. La nature du tampon 

employ6 pour fixer le pH influe particuli~rement (Fig. 2). Ainsi, RE passe d'une 
valeur positive pour le Tris, ~ une valeur n6gative pour le bicarbonate ou le citrate. 

La Fig. 2 montre 6galement que, pour le m~me tampon, RE varie avec le pH. 
Dans cette exp6rience, la cellule est remplie avec: Tris I ml, eau distill6e 25 ml. Le 

R E 

391 - 

5 0 -  

.C).-lcm2 mote -1 ) 

' ~ ' ~ ' -~  RT 
® 

/ - o  o--,~O~o 

/" \ 

k (rn~ -1) 

1() pH 

® 
• "°4 "e t e 

. . . e "  " " " " 

- 3 0 -  / 

Fig. 2. Va r ia t i ons  du rendement  condue t im~t r ique  ( I)  et  de la constante de vi tesse (2) en fonc t i on  
du  pH,  en  milieu Tris-HC1. Les  po in t s  a et  b r ep r6sen ten t  les va leur s  de r e n d e m e n t  ob t enues  
r e s p e c t i v e m e n t  dans  des  mi l ieux  c i t ra te  et  b icarbonate .  

p H e s t  ensuite ajust6 ~ la valeur d6sir6e par addition de NaOH ou de HC1. On intro- 
duit 20/A d'une solution d'ac6tylcholine o.I M (d'ofi IS] ---- 7.7 "1°-4 M) puis I nag 
d'enzyme (d'ofl [E] = 38 mg'l-1). Les r6sultats (Fig. 2, Courbe I) indiquent un 
optimum de pH approximativement compris entre pH 7.5 et pH 8. 5. 

Force ionique 
Nous faisons varier la force ionique entre 3" lO-4 et 2. lO -2 Men  ajoutant des 

quantit~s croissantes de KC1 A un milieu r6actionnel donn6 (tampon Tris, pH 7.65). RE 
diminue lentement lorsque la force ionique augmente. La variation totale est faible (de 
l 'ordre de lO%) et peut ~tre expliqu6e par la seule diminution du coefficient d'activit6 
des ions. Tant  que la force ionique de diff6rents milieux r6actionnels reste du m~me 
ordre de grandeur, il sera possible d'en comparer les RE, sans effectuer de corrections 
de force ionique. 
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Fig. 3. Augmentation de conductance en fonction de la concentration en substrat. 

Fig. 4- Introduction de quantit6s croissantes d'acide ac6tique dans de l'eau distill6e et dans le 
tampon Tris. 

Lindaritd--reproductibilitd 
Nous avons dfitermin6 AGR en in t rodu i san t  des quant i t6s  croissantes de sub- 

s t r a t  dans  la cellule con tenan t  : eau 23 ml, Tris  3 ml, enzyme I mg (pH 8.o; a - -  412 
# ~ - 1  .cm-1). Les rdsul ta ts  sont  report6s sur la Fig. 3. Ils m o n t r e n t  que AGR est bien 
p ropor t ionne l  au nombre  de molficules de subs t ra t  hydrolys~es.  

La  lin&arit6 n 'es t  observ6e que si le milieu est cor rec tement  tamponnd.  Cette 
condi t ion est d6montr(~e par  l 'exp6rience suivante .  Nous pouvons  remplacer  en pre- 
mi&re app rox ima t ion  la r6act ion enzymat ique  par  l ' i n t roduc t ion  d 'ac ide  ac6tique 
dans  un mil ieu simple.  Lorsque celui-ci est de l ' eau  distillfie, l ' augmen ta t i on  de con- 
duct iv i t6  n 'es t  pas  propor t ionnel le  aux  quant i tds  d ' ac ide  ac6tique ajoutfies comme 
le mon t re  la Fig. 4. Au contraire ,  en pr6sence de Tris, Aa/Ac reste cons tant .  En effec- 
t u a n t  IO add i t ions  successives, nous avons  trouv(? une var ia t ion  de conductivi t( :  
dquivalente  de 61 ± 1. 5 ~2 -~ -cm '~ .mole ~. 

Le r endemen t  conduc t im6t r ique  de la r6action enzymat ique  a dr6 d~termin6 
a pa r t i r  de IO addi t ions  successives de la m~me quant i t~  de subs t ra t  (ISj 1.87" IO -'s 
M) dans  la solut ion d ' e n z y m e  (pH 8.15; a ~ 4o5 y,Q-t  'cm-1). Pour  obteni r  AG~ 5 
pa r t i r  de AGo, on re t ranche  aux valeurs  observ6es AG la moyenne  AG O ob tenue  apr+s 
Io  add i t ions  successives de subs t ra t  dans  la m~me solut ion de Tris, mais sans enzyme.  
Nous t rouvons  RE - -  63 z~ 3 $2 1 .cm 2 . m o l e  1. 

La  compara ison  avec la va leur  ob tenue  pour  l ' ac ide  ac~tique mon t re  q u ' a u x  
erreurs  d 'exp6r ience pr&s, RE r6sulte p r inc ipa lement  de l ' appa r i t i on  d 'ac ide  ac(~tique 
dans  le milieu. 

(B)  I~tude cindtique de la rdaction 
Mesure de la constante de vitesse 
A par t i r  d ' en reg i s t rements  semblables  /~ celui de la Fig. I et apr~s avoir  re- 

t ranch6 AG O de AG, il est  possible de d6terminer  l ' o rdre  de la r6action. AGR est en 
effet p ropor t ionne l  & la concent ra t ion  ini t iale  du subs t r a t ;  si nous d6signons par  
AGt l ' a u g m e n t a t i o n  de conduct iv i t6  & l ' i n s t an t  t, AGI~--AGt sera p ropor t ionne l  5 la 
concent ra t ion  res tan te  du subs t ra t  k l ' i n s t an t  t. En  p o r t a n t  sur  un graph ique  la 
quant i t~  2.3 log [AGR/(AGR--AGt)! en fonct ion de t, on ob t i end ra  une droi te  s 'il  
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s'agit d'une r6action d'ordre I (et toujours dans l 'hypoth~se Oil les conditions exp~ri- 
mentales sont telles que RE. re s t e  constant). 

La Fig. 5 montre que la cin6tique de la r6action est bien d'ordre I. La pente 
de la droite obtenue donne la constante de vitesse k (en min-1). 

La constante de vitesse d6pend du pH. Nous trouvons par conductim6trie 
(Fig. 2, courbe 2) qu'il existe un maximum pour des pH compris entre 8.6 et 9.2 
(ESI = 7.6"IO-5 M, [E l = 38 mg/1). Ce pH opt imum est bien entendu ind~pendant 
du maximum observ6 pour RE (Fig. 2, courbe I). A une valeur donn~e de pH nous 
avons fair varier la force ionique jusqu'~ O.Ol 5 M en ajoutant des quantit6s crois- 
santes de KCI: k reste sensiblement constante. 

I1 existe dans la l i t tfrature de nombreuses valeurs diff6rentes du pH optimum. 
Alors que LAIDLER 8 et BERGMANN 9 le situent autour de pH 8, HEILI3RONN 1°, WILSON 7 

et HASE 11 admettent  une valeur voisine de 9. Ces divergences peuvent ~tre expliqu6es 

t 
2.3 t og  A G R  . 

4 AG R - / , G :  

f / "  

/ i  

U .CL- tcm- I .m n - l )  

.S  
. /  

.J 
e / 

o~ 
e ~ 

p /  

i 

t, t (m ln)  0.1 0.2 Q3 O.t. (E) (rag) 

Fig. 5. D6terlnination de la constante de vitesse de la r6action enzymatique (pH 8.o, tampon 
Tris; E = i rag; ES~ = 7.6.1o-5 M). 

Fig. 6. Influence de la concentration d'enzyme sur la vitesse initiale (pH 7.5, tampon Tris; IS] = 
3.3" IO-S M). 

par la diversit6 des conditions exp6rimentales utilis6es. WILSON et HEILBRONN ont 
6galement indiqu6 l ' importance de la d6naturation de l 'enzyme qui se produit plus 
facilement en milieu alcalin. Aussi, lorsque les temps d'incubation ou de r6action 
sont trop longs, l 'opt imum de pH sera apparemment  d6cal6 vers les valeurs acides. 
D ' a p r ~ s  WILSON, l 'addition de g61atine pr6viendrait cette d~naturation. Comme nous 
le signalons plus loin, la stabilit6 de la pr6paration enzymatique que nous avons 
utilis6e est excellente, ce qui explique un pH opt imum voisin de 9- 

Etude de la vitesse maximum 
Pour une petite quantit6 d 'enzyme (4 ° Fg), nous avons mesur6 ]a vitesse 

initiale de la r6action en fonction de ]a concentration en substrat, ES~. Aux concen- 
trations 6lev6es de substrat, les erreurs exp6rimentales deviennent notables en raison 
de la conductivit~ de l'ac6tylcholine. I1 est n6anmoins possible d'estimer la concen- 
tration optimum, qui est voisine de 3"1o-S M. Aces  concentrations, la cin6tique est 
d'ordre o et il est facile de mesurer l 'activit6 sp~cifique de l 'enzyme utilisfe. 

La Fig. 6 montre que la vitesse initiale vi est bien proportionnelle ~ la concen- 
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t ra t ion  d ' enzyme.  Ceci justifie la mesure  de l 'act ivi tf i  d ' un  ~chanti l lon inconnu en 
d6 te rminan t  le t a u x  de var ia t ion  conduc t im6t r ique  da /d t .  Nous avons t rouvd ainsi 
A / E  = 4.6 U/mg,  le fournisseur  indique une va leur  tr~s proche de 4.5 U/ing. 

WILSON 7 ava i t  signalfi une per te  progressive de l ' ac t iv i t6  enzymat ique  en so- 
lut ion,  effet supprimfi par  l ' add i t i on  de gfilatine. Ce poin t  a dt6 exainin6 dans  les 
condi t ions  su ivan tes :  eau 25 Inl, Tris  3 Inl, acfitylcholine I . Io-1 M I ml, bu ty ry l -  
cholinest6rase 2o #g,  p H  8.o. Les var ia t ions  de conductance  sont enregistr6es pen- 
dan t  I h: 

t (rain):  5 zo 20 30 4 ° .50 60 

/lG/,/lt 45 45 44.5 44.5 423-5 42,5 41.5 
(nf2-1/min) 

11 ressort  de ces r f su l t a t s  que la vi tesse de r & c t i o n  est cons tan te  pe nda n t  au 
moins o.5 h, ce qui indique une absence de d6na tu ra t ion  impor t a n t e  de l 'enzyine.  En 
a j o u t a n t  de la g61atine nous n ' avons  pas  am61ior6 la s tabi l i t6  de la r( 'action mais  au 
contra i re  diminu6 la quali t6 de l ' enregis t rement .  

l~'tude de la constante  de M i c h a d i s  

I1 est adinis,  en g6n6ral i inpl ic i te inent ,  que la r & c t i o n  enzy ina t ique  ob(dt ~t 
la loi de Henr i -Michae l i s -Menten .  A l ' a ide  d 'un  d iagra in ine  de Lineweaver  et  Burk  
par  exeinple,  il sera possible de d6ter ininer  la cons tante  de Michaelis K m  (Fig. 7). 
Nous t rouvons  des valeurs  comprises entre  I e t  3" lO-4 M. 

Les valeurs  de la l i t t6 ra ture  sont  souvent  plus 61ev6es. WILSON 7, ainsi t rouve :  
K m =  I . I . I O  -2 M. Ces divergences p rov iennent  de condi t ions exp6ri lnentales  diff6- 
rentes.  Coinme pour  les au t res  enzymes,  Km d @ e n d  du pH.  HASE 11 a ob tenu  les 
r & u l t a t s  su ivants  : 

pH Km × 704 (31)  

7 4 
7-5 1.6 
8 t . t  

K m  d6pend aussi beaucoup  de la force ionique. GREOOIRE et al.lZa a ont  ainsi  montrd  
que l 'affinitd de la cholinest6rase s6rique pour  l ' ac6tylchol ine  d iminua i t  pa r  addi t ion  

de KC1 : 

KC1 (M)  Km × so ~ (2VI) 

o 3.6 
0.033 6.3 
o,o66 9.2 
o.I32 14 
0.264 19 
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1Iv ( l / lO' / 'm~e.n4n "1} 
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/ 
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/ 
/ *  

2 ~ 6 ~ I[~]' ( t / IO- / 'H}  

/ 
/ 1/K rn = 1/1 /,.IO*/'M 

Fig. 7. Diagramme de Lineweaver-Burk (pH 8.0, tampon Tris; E = i mg). 

Compte-tenu des variations de pH et de force ionique, les valeurs de la constante de 
Michaelis obtenues par conductim6trie sont donc en bon accord avec celles de la 
litt6rature. 

DISCUSSION ET CONCLUSION 

Au cours de ce travail, nous avons recherch6 dans quelles conditions il 6tait 
possible d'appliquer la m~thode conductim6trique ~ l'6tude de l'activit6 enzymatique 
de la butyrylcholinest6rase. 

Le choix des conditions exp6rimentales est tr~s important; ainsi, suivant la 
nature du tampon utilis6, la r6action s'accompagnera d'une diminution (citrate, 
bicarbonate) ou d'une augmentation (Tris) de la conductivit6. 

Dans le tampon Tris-HC1, le rendement conductim6trique exp6rimental est de 
63-4-3 Q - l . c m  2.~quiv-1. I1 reste constant au cours de la r~action; de plus il est 
ind6pendant de la concentration de substrat, n diminue 16g~rement lorsque la force 
ionique augmente. En fonction du pH, il passe par un maximum situ6 autour de 
pH 8. 

L'augmentation de conductivit6 en milieu alcalin est due aux r6actions: 

(butyrylcholinest6rase) 
Ac6tylcholine :~ choline + CHaCOOH 

CH3COOH + Tris > CHaCO0- + Tris-H+ 

En effet, lorsqu'on ajoute de racide ac6tique ~ une solution de Tris, l 'augmentation 
de conductivit6 rapport6e ~ une mole d'acide est de 6I ± 1.5 Q-1 .cm ~ .mole-1. Aux 
erreurs exp6rimentales pros, cette valeur est identique au rendement conducti- 
m6trique de la r~action. Connaissant la conductivit6 6quivalente limite de CH3COO- 
(40.8-(2 -1 "cm 2 -6quiv-1), on d6duit celle de Tris-H+: 20.2 4- 1.5 /2 -1 "cm ~ -6quiv -1. 
Par ailleurs, nous avons mesur6 directement ~0(Tris-H +) et obtenu 21.5 -¢- I /2-1 .  cm 2 . 
6quiv -a. L'accord est donc satisfaisant et renforce l'hypoth~se du sch6ma r6actionnel 
pr6c6dent. 

L'6tude cin6tique de la r6action peut ~tre 6galement entreprise par conducti- 
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m6trie. Tous nos r6sultats sont interpr6tables & l'aide de la th(~orie de Henri-Michae- 
lis-Menten. La constante de Michaelis, voisine de 2 • Io -4 M, est inf6rieure "a certaines 
valeurs de la lit%rature; ceci peut ~tre expliqu6 par la faible force ionique des s~- 
lutions que nous awms 6tudi6es. 

Le principal inconvdnient de la m6thode conductimdtrique est de ne pouvoir 
6tre utilis6e ~t force ionique (qev6e (sup6rieure ~t I - IO 2 M trbs sehc:matiquement). 
Lorsque le milieu est trop eondueteur, l'influence des fluctuations thermiques et de 
la polarisation des dleetrodes se fait beaucoup sentir et il n'est plus possible de main- 
tenir la precision n6eessaire pour effectuer des dosages enzymatiques. 

Cet inconv(:nient est compens( ~ par la tr6s grande sensibilit6 de la n~dthode ~l 
faible force ionique. Les r{'actions enzymatiques sont g6n6ralement {'tudides ~t force 
ionique 61ev6e. La prineipale raison de eette pratique r('sulte de l'emploi de tampons 
relativement concentrds. En effet, si la m6thode adoptde pour ('tudier la rdaction 
enzymatique n'est pas tr6s sensible, la quantit(" de substrat transformde devra ~tre 
assez 6lev6e, d'ofl risque de variation du pH si le milieu n'est pas suffisamment tam- 
ponnd. Dans ce cas, il sera impossible d'6tudier la r6action 51 force ionique faible. Or, 
les r6sultats que nous avons pr6sent6s montrent que l'affmit(, de l'enzvme pour le 
substrat augmente lorsque la %rce ionique diminue. Cet exemple fait apparaitre 
l'int6r~t des faibles forces ioniques pour l'dtude de la r~aetion enzymatique. Dans le 
domaine des applications pratiques, il sera aussi possible d'atteindre la vitesse maxi- 
mum de la r(~action avec de plus faibles concentrations de substrat. 

La m6thode conduetim6trique pr6sente 6galement la qualit(' fondamentale de 
ne pas ~tre perturbde par la coloration des solutions et par la prdsence de pr6eipit6s 
ou d'aggr6gats en suspension. 

Pour ces raisons nous pensons que la m6thode prdsentde est susceptible d'appli- 
cations non seulement en enzymologie fondamentale, mais aussi en biologie clinique. 
Une dtude en eours a d'ores et d6jti permis de montrer l~ ~" que le dosage de l 'activit( 
cholinestdrasique du s6rum par cette nouvelle mdthode 6tait aussi pr6cis, sensible 
et commode que par les techniques habituelles. 

RkSUM~, 

Les r~actions enzymatiques s'accompagnent g~n6ralement d'une variation de 
la conductivit6 ~lectrique du milieu. L'enregistrement de ce param~tre physique per- 
met d'6tudier la cin6tique enzymatique. Nous donnons le principe de cette m6thode; 
en particulier, nous d6finissons la notion de rendement conductim6trique de la 
r6action; elle mesure la sensibilit6 de la technique. Ce rendement d@end beaucoup 
des conditions exp6rimentales, principalement de la nature du tampon. 

L'6tude cin~tique de la d~gradation de l'ac6tylcholine par la butyrylcholin- 
est6rase (acylcholine acyl-hydrolase, EC 3.I.I.8) peut ainsi ~tre effectu6e trb~s facile- 
ment et avec une grande sensibilit6,. Les %sultats obtenus sont en bon accord avec 
les donn6es de la litt6rature. 
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