
630 BIOCHIMICA ET BIOPHYSICA ACTA 

BBA 66272 

APPLICATION DE LA CONDUCTIMETRIE A L'I~TUDE DES REACTIONS 
ENZYMATIQUES 

SYSTEME URI~E - URI~ASE 

M A X I M E  HANSS ET ANI)RI"2 REY* 

Laboratoire de Biophysiquc, Unitd P.C.E.M. de Bobigny, Rue M. Cachin, 93 Bobigny (t"ranc~) 

(Regu le 5 octobre, 197 o) 

SUMMARY 

The conductivity method in the study of enzyme reactions. The urea- ~,~rease system 
The conductivity of an urea solution changes when this substrate undergoes 

enzymatic hydrolysis. The experimental conditions under which these variations can 
be used for kinetics studies are examined. 

Linearity and sensitivity are very pH- and buffer-dependent. The conductivity 
efficiency is higher in a citrate buffer (112 0 -1 .cm 2 .6quiv -1) than in a Tris buffer 
(78 A¢~-1 "cm 2" equiv-1)- 

The sensitivity of this method is high. I t  has thus easily been possible to re- 
cord the enzymatic hydrolysis of a few nmoles of urea. Our kinetic parameters are 
identical to the published values. 

I t  is not yet possible to demonstrate the exact origin of the observed conductance 
rise. We think that  the quanti tat ive explanation of this variation may yield infor- 
mations about the reaction mechanism. 

INTRODUCTION 

Ira m6thode conductim6trique a 6t6 utilis6e par quelques auteurs 5, l '6tude du 
syst~me ur6e-ur6ase (urde amidohydrolase, EC 3.5.I.5) 1-4 d'un emploi exceptionnel 
en enzymologie; ces t ravaux sont toutefois rest6s fragmentaires. Nous nous propo- 
sons ici d'6tudier plus en dftail les possibilit6s et les limites du proc6d6 conductim6- 
trique. 

Le principe g6n6ral de la m6thode a dfj5 6t6 d6crit dans un travail prdc6dent 5 
auquel nous renvoyons le lecteur. 

Dans le cas de l'ur6e, la rfaction globale d'hydrolyse s 'fcrit :  
N H  2 / 

/ 
O -= C ~ H20--~C()~ ~ 2NH~ 

\ 

\ N H  2 

Adresse actuelle: Laboratoire  de Chimic et de Toxicologie, Kacult6 de Pharmacie  de 
Grenoble, 38-La Tronche, France. 
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CO2 et NH 3 s 'hydratent  pour former H2CO 3 et NH4OH, lesquels se dissocient plus ou 
moins compl~tement suivant le pH du milieu; il en r6sulte alors une augmentation de 
conductivit6. 

La r6action pr6c6dente est probablement simplifi6e. Diff6rents auteurs ont 
montr6 que la r6action enzymatique entrainait la formation de carbamate 6-8. Selon 
RUBIN 9 l'ur6ase n'hydrolyse qu'une liaison amide. Mais le carbamate interm6diaire 
ainsi form6 est instable en milieu acide ou neutre et se d6compose en CO 2 et NHa 
(ref. 8). Quel que soit le m6canisme de la r6action, il convient de tenir compte de 
deux valences par mol6cule d'ur6e d6grad6e. 

CONDITIONS EXPI~RIMENTALES 

Produits utilisds 
Ur6ase "Sigma" Type IV ti trant 2000-4000 unit6s Sigma/g suivant les lots 

utilis6s. 
Ur6e "Merck" (qualit6 "pour usage biochimiques"). Solution stock ~ 2 g/1 con- 

serv6e A 4 °. 
Tampons (solutions stock): 

tampons citrate-HC1 (pH 4.00) (Titrisol Merck); tampons c i t ra te-NaOH (pH 6.00) 
(Titrisol Merck); tampon Tris-HC1 environ o.I M (pH 7.5-9.0). 

A ppareillage 
Celui-ci, d6j~ d6crit dans un article ant6rieur 5, a 6t6 utilis6 sans modification 

saul pour l 'enregistrement de la Fig. 8, obtenu avec une cellule ~ agitation rapide en 
cours de d6veloppement. 

L'activit6 d'une pr6paration ur6asique est d6termin6e suivant le protocole 
ant6rieurement d6crit pour le syst~me ac6tylcholine-butyrylcholest6rase 5. Par con- 
tre, le rendement conductim6trique exp6rimental de la r6action d'hydrolyse de l'ur6e 
est 6valu6 selon un protocole simplifi6. L'addition d'une solution d'ur6e dans une 
solution tampon contenant l'ur6ase entraine une variation de conductance zJG, alors 
que la variation AG o correspond ~ l 'introduction d'un m~me volume d'eau. Dans ces 
conditions, la variation de conductance li6e ~ la r6action enzymatique sera: 

AGR = zJG -- AGo 

RESULTATS 

(A ) Ddtermination du rendement conductimdtrique 
Nature de tampon---pH 
Le choix du tampon est important  car il peut modifier l 'activit6 de l 'enzyme. 

Nous avons 6vit6 le tampon phosphate qui est connu comme ayant  une r6action in- 
hibitrice complexe sur l'ur6ase4,1°. Le tampon borate a 6galement 6t6 61imin6 pour 
son effet inhibiteur n. 

Suivant la gamme de pH explor6e, deux tampons diff6rents ont 6t6 adopt6s: 
tampon c i t ra te-NaOH en milieu acide et tampon Tris-HC1 en milieu basique. L'6tude 
en fonction de la concentration montre que le citrate ne pr6sente pas d'effet sp6ci- 
fique sur la cin6tique, n e s t  connu par ailleurs que le Tris n 'a  pas d'action inhibitrice 12. 
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Fig. I. Var ia t ion  du  r e n d e m e n t  conduct in16tr ique avec  le pH.  0 - - 0 ,  t a m p o n  Tris:  )~-- ' 
t a m p o n  ci t rate .  

Les r6sultats obtenus avec ces deux tampons sont reportds sur la Fig. I. 
Le maximum observ6 du rendement conductim6trique RE en fonction du pH 

diff6re suivant la nature du tampon : il est ~ pH environ 8 pour le Tris et ~ pH environ 
6 pour le citrate. Par ailleurs, avec ce dernier RE est plus important. 

Force ionique 
l'[nfluence de la fl)rce ionique sur RE, 6tudide pour deux valeurs de pH (6.5 et 7.o), 

est pratiquement nulle dans les conditions suivantes: tampon citrate, concentration 
d'ur6ase 66o mg.1 1, concentration d'ur~e 6.66 M. 

Quantitd d'cnzwnc 
A p H e s t  ~ force ionique constante (pH 7.o; a ~-: 3 IOyD -~ .cm ~) RE diminue 

16g6rement (<7%) lorsque la quantit6 d'enzyme varie de 66 5, 660 mg/1 q. 
Cette diminution pourrait ~tre expliqu~e par la formation de carbamates avec 

la prot6ine; mais elle reste faible, du m~me ordre de grandeur que les erreurs exp6ri- 
mentales et nous n6gligerons ce ph6nom&ne. 

At r  
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Fig. 2. A u g m e n t a t i o n  de conduc t iv l t6  a p p a r a i s s a n t  lors de la d6grada t ion  de quan t i t d s  c ro issantes  
d 'ur6e(  t a m p o n  c i t ra te ,  p H  7.o; 25°). La  pen t e  de la droi te  ob tenue  p e r m e t  de calculer  RE. 

Fig. 3. V6rif icat ion de la loi c in6t ique  du premier  ordre ( t a m p o n  ci t rate ,  pH  7.o; a envi ron  31o 
/2Q - 1 . c m - 1 ;  IS] -- 2.2/+M) pour  diffdrentes quan t i t 6 s  d 'ur6ase.  
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Quantitd de substrat---lindaritd 
Comme l'indique la Fig. 2, l 'augmentation de conductivit6 est bien propor- 

tionnelle ~ la quantit6 de substrat  d6grad6e en milieu citrate (concentration du tem- 
pon comprise entre I • lO -3 et 3" lO-3 M). Dans les conditions optimales de pH nous 
trouvons : 

RE = 112 .(-2 - l " c m 2 " 6 q u i v  -1 (citrate) 

La lin6arit6 a 6t6 observ6e jusqu'~ la concentration d'u%e de 22.2 #M. Au dell, 
le pH commence A varier. 

Le domaine lin6aire est plus important  lorsque le milieu est tamponn6 par le 
Tris. Ainsi, avec le tampon Tris-HC1 5" IO-a M ajust6 ~ pH 7.65, le pH atteindra 8.2 
apr~s la d6gradation complete de 1. 4 • lO -3 M. Toutefois, R E  varie tr~s peu de pH 7.65 
~t pH 8.20. II restera donc ind6pendant de la concentration de substrat jusqu'~t I 
2. lO -3 M approximativement pour la concentration de tampon 5" lO-3 M. C'est ef- 
fectivement ce que nous avons constat6. Nous adopterons pour R E  la valeur suivante, 
obtenue dans le Tris ~ pH 8.I : 

RE = 7 8 Q - l . c m  , . 6 q u i v - 1  (Tris) 

Quel que soit le tampon, en augmentant  sa concentration il est 6videmment 
possible d'6tudier l 'hydrolyse de plus grandes quantit6s de substrat. Mais la conduc- 
tivit6 globale de la solution augmente, la pr6cision et la sensibilit6 des mesures 
diminuent, n faut 6galement noter que le domaine lin6aire est d6fini par rapport  ~ la 
quantit6 de substrat  d6grad6 et non A la concentration initiale. I1 est en fait possible 
d'6tudier la cin6tique en p%sence de concentrations 61ev6es de substrat, tant  que la 
r6action n 'aura pas suffisament progress6 pour d6passer le domaine lin6aire. 

( B) Etude de la cindtique enzymatique 
Ordre de la r~action 
Dans nos conditions exp6rimentales (exc~s d 'enzyme et domaine lin6aire pour 

RE), la variation de 2.3 log [A GR/(A GR -- A Gt)J en fonction de tes t  lin6aire (Fig. 3); 
il est alors possible de d6duire la constante k. Connaissant k, il sera facile de calculer 
la vitesse initiale, vi, ~ l'aide de la relation: vi =- k IS], off IS] est la concentration 
initiale en substrat. Ces param~tres cin6tiques sont ind6pendants de RE. 

pH optimum 
La constante de vitesse a 6t6 6tudi6e en fonction du pH en milieu citrate par 

addition progressive de NaOH. En zone alcaline, l'effet tampon du citrate est en 
principe nul; il existe toutefois un certain effet tampon r6siduel que nous attribuons 

la prot6ine enzymatique. En mesurant le p H a u  d6but et ~ la fin de la r6action, nous 
avons constat6 que les 6carts sont inf6rieurs ~ o.I unit6 pH. Tousles essais ont 6t6 ef- 
fectu6s avec 20 mg (660 rag. 1-1) d'ur6ase et 0.2/zmole (6.6/~M) d'u%e. Nous avons ~t 
chaque lois v6rifi6 que la r6action se d6roulait dans un domaine lin6aire et qu'elle 
6tait bien du premier ordre. La Fig. 4 r6sume les r6sultats obtenus. Elle indique un 
opt imum de pH voisin de pH 7.2. De part  et d'autre, la constante de vitesse diminue 
rapidement. En dessous de pH 6, l 'enzyme devient partiellement insoluble. 

Cet opt imum de pH est ind6pendant du maximum de RE en fonction du pH. 
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Fig .  4- V a r i a t i o n  d e  l a  c o n s t a n t e  d e  vi tesse  en fonc t ion  du p H  ( t a m p o n  c i t r a t e ;  IS] 6.6/d~.l ;  
E - -  2o  m g ) .  

Force ionique 
Nous avons 6tudi6 l'influence de la %rce ionique sur k ~ deux valeurs de pH, en 

augmentant la concentration du tampon citrate-NaOH. Le pH est maintenu ~ la 
valeur d6sirfe en ajoutant de petites quantit6s de NaOH ou HC1. Nous remplaq;ons 
l'6tude de la force ionique par celle de la conductivit6 globale des solutions. 

La Fig. 5 indique que k diminue rfguli6rement lorsque la force ionique aug- 
mente ~ pH 7- Au contraire, elle reste constante ~ pH 6, 5. Comme nous venons de 
constater que le pH optimum enzymatique se situe en milieu tr6s faiblement alcalin, 
il est d6j~ possible de conclure qu'il d6pend en toute rigueur de la force ionique. 

Vitesse maximale--constante de Michaelis 
La vitesse initiale de la r6action a 6t6 6tudi6e en fonction de la concentration en 

substrat (3-1o 4M ~ IS]-~.~ 3"Io-~M. Les conditions exp6rimentales 6taient les 
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Fig. 5. in f luence  d e  l a  force ion ique  sur la c o n s t a n t e  de v i tesse  (mesures  faites  en t a m p o n  c i t r a t e ,  
2 v a l e u r s  diff6rentes de pH;  [S]  = 6 . 6 6 / , M ;  E = 2 m g ) .  

F ig .  6. D 6 t e r m i n a t i o n  d e  l a  c o n s t a n t e  d e  Michael is .  
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suivantes: pH6 .4 ;  tampon c i t ra te-NaOH 4 .5 . Io -3M;  ur6ase 2o#g. La vitesse 
maximale est obtenue dans ces conditions pour IS] > /3"  lO -3 M e t  reste constante 
m~me pour les plus grandes concentrations d'ur6e. 

La constante de Michaelis a 6t6 d6termin6e A l'aide d 'un diagramme de Line- 
weaver et Burk (Fig. 6). Nous avons trouv6 Km ---- 2.5"IO -s M ~t pH 6.5, tampon 
citrate. L'6quation de Michaelis est v6rifi6e pour toutes les concentrations de substrat  
6tudi6es (jusqu'~t 3" lO-1 M). 

En pr6sence d 'un exc~s de substrat (~SI = 3"1o-3 M), la vitesse initiale est 
proportionnelle ~ la quantit6 d'enzyme. De plus, la r6action reste d'ordre o pendant 
au moins 15 min. Ces r6sultats justifient l 'emploi de la m6thode conductim6trique 
la d6termination des activit6s sp6cifiques de pr6paration ur6asiques. 

DISCUSSION 

Admettons une hydrolyse complete de l'ur6e suivant la r6action globale sim- 
plifi6e : 

CO(NH,) ,  + 2 H,O --~ CO3'- + 2 NH~+ 

I1 serait possible de calculer le rendement conductim6trique RT A partir  des valeurs 
connues de la conductivit6 6quivalente limite des ions: 

~'0 (NH4+) = 73.5 Q - l . c m  , .~quiv-1  (25 o) 

~.o (CO3 ~-) = 69,3 Q-1 . cm 2.6quiv-1 (25 o) 

Sachant qu'en premiere approximation A 0 (ur6e) = A 0 (eau) = o, l 'application de la 
Formule I (ref. 5) donnera: 

RT ~ 142.8 Q-1 .cm ~ .6quiv-1 

Cette valeur est diff6rente du rendement conductim6trique exp6rimental (RE = 113 
et 7 8 £2 -1- cm *. 6quiv -1 pour le tampon citrate et le tampon Tris respectivement). La 
premiere explication de cette divergence consiste ~ tenir compte du fait que les 61ec- 
trolytes lib6r6es par la r6action enzymatique sont des 61ectrolytes faibles. Connaissant 
les constantes de dissociation de l'acide carbonique (K 1 = 4.3" lO-7 M; K ,  ---- 5.6" lO -11 
M) et de l 'ammoniaque (K ---- 1. 7 • lO -5 M), il est possible de calculer les variations de 
RE avec le pH 14. L'ordre de grandeur des valeurs ainsi obtenues est compatible avec 
les donn~es exp6rimentales. Cette explication est cependant insuffisante. I1 faut 6gale- 
ment faire intervenir les r6actions secondaires avec le tampon. Ainsi, en l 'absence de 
tampons, la r~action alcalinise rapidement le milieu, dont le p H s e  fixe alors au 
voisinage de 9 (ref. 15). En milieu tamponn6 avec le tris, la r6action suivante a lieu 

Tris -H+ + O H -  --~ Tris + H20 

Elle indique une diminution de RE en pr6sence de tampon Tris. Connaissant le pH du 
milieu et ~o (Tris-H+), il serait alors th6oriquement possible de pr6voir la variation 
de conductivit6. Mais d 'autres ph6nom~nes peuvent intervenir qui rendent ce calcu! 
illusoire. Le principal provient du m6canisme m~me de la r6action. Ainsi, suivant que 
l 'on admet ou non la formation d 'un carbamate comme produit de la r6action 9, le 
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calcul de RE sera modifi6. De plus, l 'hydratation de COz n'est en principe ni compl6te 
ni instantan6e. 

Pour la r6action: 

k 1 
CO~ q- H.aO ~-- H,aC() a 

ka 

EDSALL ET WYMAN 16 rapportent la valeur suivante: 

[HaCOaJ/[COai -- o.oo258 ~ 25 ~' 

Autrement dit, plus de 99% du CO2 se trouve sous forme non hydrat~e, laquelle ne 
participe pas ~ la conductivit6 61ectrique du milieu. Par ailleurs, ta constante de 
vitesse tq est de l'ordre de o.o3 sec -1 ~ 25 ° (ref. I6), c'est ~ dire comparable ~ la con- 
stante de vitesse de la r6action enzymatique. La cin6tique observ6e par conducti- 
m6trie devrait doric 6tre complexe si l 'apport de l'acide carbonique ~ la conductivitd 
totale 6tait significatif et si la r6action d'hydratation 6tait simple. Or l'exp4rience 
montre que, dans routes les conditions, la cin6tique d6termin6e par conductim6trie 
est du premier ordre et que la constante de vitesse est proportionnelle ~ la quantitd 
d'ur6ase, ce qui n'est pas compatible avec la conclusion pr6c6dente. II serait possible 
de lever cette difficult6 en admettant que, dans nos conditions exp6rimentales, il 
existerait un eatalyseur de la r6action d'hydratation. Mais, en l%tat actuel de nos 
recherches, il n'est pas possible d'affirmer cette hypoth6se. 

Quoi qu'il en soit, nous voyons ainsi que la m6thode conductim6trique permet 
de mettre en 6vidence un probl6me qui ne pouvait pas ~tre d6cel6 h l'examen des 
r6sultats obtenue avec les techniques habituelles, toutes bas6es sur le dosage de l'am- 
moniac. Des 6tudes compl6mentaires permettront peut-6tre de donner une inter- 
pr6tation quantitative de R~ et par 1~ d'apporter des 616ments nouveaux sur le 
m6canisme intime de la r6action enzymatique. 

Ainsi que l'avaient d6j& observ6 KISTIAKOWSKY el al. a, la diminution de la 
constante de vitesse lorsque la concentration des 61ectrolytes augmente n'apparait 
que pour pH )~ 7. Ce facteur modifie la valeur de l 'optimum enzymatique du pH, il 
d@end en effet de la force ionique en milieu alcalin. Nous avons obtenu un pH opti- 
mum de 7.2 (tampon citrate). LYNN 17 le sitne & pH 6.5 dans un tampon mal6ate 
o.3 M e t  entre pH 7.o et pH 8.o pour un tampon Tris o.3 M. 

L'inhibition progressive de la r~action/~ pH 7.o obtenue en augmentant la con- 
centration du tampon citrate pourrait ~tre interpr6t6e comme un effet sp6cifique de 
l'anion citrate. Nous pensons que la principale raison est un simple effet de sel comme 
l 'admettent KISTIAKOWSKI et al. 4 pour de nombreux autres 61ectrolytes. 

Certains auteurs~5,~% trouvant qu'au del& de o.i M environ la vitesse de r6ac- 
tion diminuait lorsque IS i augmentait, ont admis que la cin6tique de l'ur6ase n'ob6- 
issait pas /t la loi de Michaelis-Menten pour des concentrations 61ev6es d'ur6e. Ils 
postul6rent plusieurs explications & ce ph6nom6ne (pr6sence de deux sites ind@en- 
dants avec constantes de Michaelis diff6rentes, ou bien deux sites voisins identiques 
avec interactions). Nous n'avons pas retrouv6 ces anomalies. Dans nos conditions 
expfirimentales (tampons citrate 4.5' IO-a M; pH 6.5) l'urfiase utilis6e entraine une 
hydrolyse de substrat dont la cin6tique suit la loi de Michaelis-Menten pour des con- 
centrations d'ur6e allant de 3" I°-a 5. 3" IO-1 M. La constante de Michaelis ( K i n -  
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2.5 "IO -a M) est accord avec celles t rouv6es dans  la l i t t6 ra ture :  ent re  2 et 3 "1o-3 M 
pour  HARMON ET NIEMAN 2°, ent re  2 et 7 . I o - 3 M  pour  LYNN 17 et  LYNN ET YAN- 
WICK 21#2, su ivan t  le p H  et la na tu re  du t ampon .  

Nous avons p r6cedemment  soulign6 les quali tds et les l imites  de la m6thode  
conduct im6t r ique  5. Dans  le cas par t icu l ie r  du syst~me ur6e-ur6ase,  apr&s avoi r  indi-  
qu6 son appo r t  original  dans  la discussion du m6canisme r6actionnel ,  il convient  
d ' ins is te r  sur  sa sensibilit6, qui  a p p a r a i t  sur  l ' enreg is t rement  de la Fig. 7. Nous avons 
utilis6 cet te  sensibilit6 pour  me t t r e  au poin t  un microdosage de l 'ur6e sanguine14,~a, "a : 
la concent ra t ion  d 'ur6e est  ainsi mesur6e en moins de 4 min sur 20/~1 de p la sma;  les 

G 

10 -/, 

T 

5 sec t 

Fig. 7. Seuil de ddtection conductim6trique de la r6action enzymatique. 2 nmoles d'ur6e sont 
ajout6es (~) A une solution d'urdase (la conductivit~ de la solution d'ur6e est pr6alablement 
ajust6e ~t celle de la solution d'enzyme, de sorte qu'en l'absence de r6action aucune variation de 
conductance ne serait observ6e). 

premiers  r6sul ta ts  sont  en bon accord avec ceux obtenus  pa r  les techniques colori- 
m6tr iques  classiques. Un au t re  avan tage  sur celles-ci est de pouvoi r  doser d i rec tement  
l 'ur6e sur une gamme tr~s 6tendue de concentra t ion.  

RI~SUM]~ 

Nous 6tudions dans  quelles condit ions la va r ia t ion  de conduct ivi t6  qui ac- 
compagne l ' hydro lyse  de l 'ur6e pa r  l 'ur6ase peut  ~tre utilis6e pour  enregis trer  la r6- 
ac t ion enzymat ique .  

La  lin6arit6 et  la sensibilit6 de la m6thode d6pendent  beaucoup du p H  et de la 
na tu re  du tempon.  Le rendement  conduct im6tr ique  est  plus 61ev6 dans  un t a m p o n  
c i t ra te  (112 ,Q-1. cm ~ .~quiv-1) que dans  un t a m p o n  Tris (78 [2 -1.  cm 2. ~quiv-1). 

La  sensibilit6 de cet te  m6thode  est grande.  I1 est ainsi possible d 'enregis te r  tr~s 
commod6ment  l ' hydro lyse  enzymat ique  de quant i t~s  d 'ur6e aussi  faibles que quel-  
ques nanomoles.  Les param~tres  cin6tiques sont  en bon accord avec les valeurs  d~j/t 
publi~es. 

Dans  l '6 ta t  ac tuel  de nos recherches,  il n 'es t  pas  encore possible d 'aff i rmer  la 
cause exacte  de l ' augmen ta t i on  de conduct ivi t6  observ6e. Nous pensons que de nou- 
veaux  renseignements  sur le m6canisme de la r6action pour ron t  ~tre apport6s  pa r  
l '6 tude quan t i t a t i ve  de ces var ia t ions .  
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