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L E  R O L E  D U  CALCIUM DANS L 'ACTIVIT]~ E T  LA STABILIT]~  

D E  Q U E L Q U E S  P R O T ~ I N A S E S  B A C T ~ : R I E N N E S  

par 

LUIGI GORINI 

Laboratoire de Chiraie biologique de la Facult~ des S~iences, Paris (Frar~e) 

C'est ~ BEum~a que l'on doit les premieres observations concernant la n~cessit6 du 
calcium pour l'activit6 d'une prot6inase bact~rienne: Cet auteur a observO en effet 
qu'tme bact6rie isol~e de l'air, appel~e par lui Coccus P, cultiv~e sur s~rum de cheval 
coagul~ liqu~fie facilement ce s~rum darts les conditions normales alors qu'aucune 
liquefaction n'a lieu si le calcium du s~rum a ~t~ pr~alablement ~limin6 sous forme 
d'oxalate, et que s, dans ce dernier cas, fl n'existe pratiquement pas d'enzyme prot~oly- 
tique dans l'eau de lavage des cultures. D'autre part,BEu~mR s a montr~ que la prot6inase 
s~par~e par filtration des cultures de Coccus P e t  parfaitement capable de prot~olyser 
le s~mm de cheval coagul~, perd toute activit6 apr~s introduction d'oxalate de sodium 
ou de citrate de sodium, soit dans la solution enzymatique soit dans le s~rum avant 
coagulation de ce demier. B~-UMER conclut de ses recherches que non settlement la 
production de l,enzyme prot~olytique par le Coccus P, mais aussi l'action m@me de cet 
enzyme sur le s~rum coagul6, n~cessitent la presence de calcium. 

GORINI ET FROMAGEOT 8 ont d'autre part montr~ que le calcium ~tait indispensable 
non seulement au fonctionnement, mais aussi ~ la stabilit6 de la prot6inase de Micro- 
coccus lysodeikticus, cet enzyme ~tant s~par~ de toute cellule bact~rienne et agissant sur 
la g~latine et sur la cas~ine; ces m6mes auteurs 4 ~tudiant les conditions physiologiques 
influen~ant la presence de prot~inase dans les cultures de M. lysodeikticus, ont soulign~ 
le rble important que le calcium joue dans la stabilitY, et par consequent dans l'accu- 
mulation de l 'enzyme dans les milieux de culture. I1 ressort de leurs investigations, entre 
autres choses, que l'absence de prot~inase dans des cultures bact~riennes en absence 
de calcium, n'est probablement pas due, comme l'avaient pens6 BEUMER 2 et, avant lui, 
Mr m~ILL EW CLARK ~ et HAINr-S e dans le cas d'autres bact~ries, k ce que les bact~ries 
ne peuvent alors pas synth~tiser l'enzyme, mais ~ ce que l'enzyme, instable, se d~truit 
au fur et ~ mesure de sa production. 

Afro de mettre en ~vidence son caract~re g6n~ral 6ventuel, et de pouvoir 6tudier 
son m6canisme, il ~talt int6ressant de rechercher si ce rble du calcium se retrouvait dans 
les prot~inases de plusieurs autres bact~ries, et de comparer les r~sultats obtenus, avec 
ceux fournis par les prot~inases de Coccus P e t  de M. lysod~ikticus dans les m6mes 
conditions. 
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P A R T I E  E X P E R I M E N T A L E  

I. TECHNIQUES 

A. Bact~ries 

Les bact~ries utilis6es sont des esp~ces a~robies dou6es d'activit6 prot~olytique en 
milieu neutre ou 16g~rement alcalin. Ces esp~ces sont les suivantes: 

Coccus P, dont la souche, conserv6e k l 'Institut Pasteur de Bruxelles, a 6t6 d~crite 
par BEUMEI~ 1. ; elle pr6sente beaucoup d'analogie avec M. lysodeikticus et, comme lui, 
se lyse facilement sous l'action du lysozyme; elle en diff~re toutefois par l'instabilit6 de 
sa pigmentation et par son activit6 prot6olytique beaucoup plus intense. Bacillus 
megatheriura 899, Bacillus raesentericus V, Proteus X 19 Syrie, Pseudomonas pyocyanea 
Bass., Bacillus subtilis "champignon", Bacillus cereus Caron, toutes souches provenant 
de la collection de l 'Institut Pasteur de Paris. Micrococcus lysodeikticus, souche d6jk 
d6crite dans un pr~c6dent travail 4. 

B. Conditions de culture 

Ces bact6ries, saul B. megatherium et Proteus X z 9, sont eultiv6es clans un milieu 
constitu6 par:  peptone IO g, extrait de viande Liebig 25 g, glucose 8 g, eau de source 
I litre, pH ajust6 k 7.3 par addition de soude. Ce milieu eontient par litre k peu pros 
o.I35 g de calcium (,~ M/3oo) et o.2o6 g de phosphore (,-~ M]I5O). B. megatherium et 
Proteus X x9 sont eultiv6s dans un milieu qui est le m~me saul qu'il ne eontient pas 
de glucose. Dans tous les cas le milieu est r6parti en couches minces clans des fioles 
d 'Erlenmeyer;  les cultures sont agit~es pendant route l 'incubation qui dure 3 jours k 26 °. 

C. Solutions enzymatiques 

Les milieux de culture dont on a ~limin~ les ceUules bact~riennes par centrifugation, 
sont r~ajust~s k pn 8 s'il y a lieu, puis additionn~s de toluene et conserves ~t o °. On 
obtient ainsi des solutions enzymatiques que l'on utilise soit telles queUes, soit apr~s 
une dialyse de 8 heures k 6--IO ° contre un eourant continu d'une solution tampon de 
borate dilute h M[iooo ou de solution tampon, d~crite ci-dessous, de morpholines 
dilu6e ~t M[xooo, k pn 7.7. 

D. Mesure de l'activit~ prot~olytique 

Comme clans le travail pr6c6dent 4, la prot~olyse e.st 6tudi6e vis ~t vis de la g61atine. 
Les essais sont faits en m61angeant: solution enzymatique x mi, r6actifs 6ventuels 
dissous dans la solution tampon ou solution tampon seule I ml, solution de g61atine 

7 % clans la solution tampon 5 ml; le volume total du milieu r6aetionnel est ainsi 
toujours de 7 ml. Saul indication eontraire, la solution tampon utilis~e, de pH 8.O, est 
soit le m61ange borate + HC1 de CLARK ET LUBS 7, soit le m61ange morpholines + HC1 
d6crit ci-dessous. Sauf indication contraire 6galement, la temp6rature ~ laquelle se fait 
la prot6olyse est de 37 °. 

La prot6olyse est d6terrnin6e soit par viscosim6trie, soit par l'apparition d'azote 
amin6, dos6 d'apr~s VAN SLYKE-NEILL s. En ee qui concerne la viscosim6trie, les mesures 
sont toujours faites ~ 35 °. Les variations relatives de la viscosit6 sont exprim6es par F, 

* Nous  s o m m e s  h e u r e u x  de  remercier  ici le Dr  J .  BEUM~R qu i  nous  a a i m a b l e m e n t  envoy6  
ce t t e  souche.  
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F t  
ddfini ant6rieurement I. I1 a sembl~ utile d'exprimer certains r~sultats par ~ = F-'-~' 

oh FB est la limite vers laquelle tend la valeur de Ft pour une prot~olyse totale; on a: 

(TB - -  T o ) -  1oo 
TB 

expression dans laquelle Ts 
est le temps, en secondes, 
d'6coulement d'une solution 
6talon. Cette solution est 
constitu6e par 6 ml du milieu 10~ 
de culture filtr6, et I ml de 
solution tampon; sa viscosit6 
est pratiquement la m6me que 
celle d'un hydrolysat total de 
g61atine correspondant ~ la 
quantit6 de cette prot6ine uti- 
lis6e dans les essais. 

9* permet d'avoir une 
idle du degr6 atteint par la 
prot6olyse, apr~s un temps 
donn~, mais il est n6cessaire 
de rappeler ici les remarques 
d~j& faites ~ ~ propos de la 
signification de Ft: il n 'y  a 
pas de proportionnalit6 entre 
~t et l'activit6 enzymatique 
telle qu'eUe se manifeste par 
l'apparition des groupes NH v 
N6anmoins il est possible de 
ramener les r~sultats obtenus 
par viscosim~trie ~ des valeurs 

peu pros proportionneUes h 
l'activit6 enzymatique c'est- 
Z-dire k la quantit6 efficace 
d'enzyme pr~sente; il suffit so  

d'~tablir, pour chaque solution 
de prot~inase, la courbe repr6- 
sentant Ft en fonction des 
quantit6s relatives d'enzyme. 
De teUes courbes sont donn~es 
par les Figures 1 et 2. Elles 
montrent que, toutes condi- 
tions 6gales d'aiUeurs, les 

Fze 
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4= M. lysodeikt icus. 8. megcdherlum 
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Fig. I. Valeurs de Fz0 en fonction des quantitds relatives de 
protdinases (solutions enzymatiques non dialysdes) 
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1= COOrUs P 
2=l~oteus Xfg 
3 = Ps.pyocTzmee 
4 = B.mesenfeHcus 
5 = B.megother;um. I f f . / ~ f i c u s .  
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Fig. 2. VMeurs de 9tot en fonction des quaRtit6s relatives 
deprot6inases (solutions enzymat/ques non dialys6es) 

activit~s prot6olytiques des solutions de prot6inases provenant de divers microorga- 
nismes, sont tr~s diff6rentes: aussi devra-t-on utiliser pour dtterminer la quantit6 
efficace d'enzyme d'apr~s Ft, tantSt Fx0 (Coccus P, Proteus X I9), tantSt Ftot. (B.  subtilis, 
Bibliographie p. 155. 
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B. cereus), tant6t  m~me ces deux valeurs simultan6ment. I1 convient de remarquer en 
effet que Fxo repr6sente une vitesse se confondant pratiquement avec la vitesse initiale 
de la prot~olyse, saul dans les cas d'une tr~s grande activit6 prot6olytique, alors que 
Ftot indique le degr6 de prot~olyse finalement atteint;  le fait que ces valeurs n 'at teignent 
pas toutes la m~me limite est dft ~ ce que les prot6inases, plus ou moins stables selon les 
esp~ces bact~riennes, perdent leur activit6 au cours m~me de leur fonctionnement. 

II.  REMARQUES CONCERNANT LES TECHNIQUES 

A. Conditions de culture 

I .  Temperature. Un travail  precedent 4 a montr6 que, dans le cas de M .  lysodeikticus, 
la quantit6 de prot6inase pr6sente dans le milieu de culture 6tait notablement plus 61ev6e 
lorsque les bact6ries ~taient cultiv~es k 26 °, que lorsqu'elles 6taient cultiv~es k 37 °. l ine 
s~rie d'exp6riences, dont  les r~sultats sont pr6sent~s dans le Tableau I, montrent que 
ce ph6nom~ne se re t rouve  avec la plupart  des microorganismes utilis~s ici; en fair, il se 
manifeste avec toutes  les bact~ries capables de produire une prot6inase en quantit6 
appreciable. 

TABLEAU I 
INFLUI*NCE DE LA TEMPERATURE D'INCUBATION SUR L'ACTIVIT~ PROTI~-OLYTIQUE 

DES MILIEUX DE CULTURE DE DIVERSES BACT~RIES 

Valeurs de ¢Plo (milieu de culture filtr~) 

Bact6ries 

M. lysodeikticus 
Coccus P 
Proteus X 19 
B. mesente~,icus 
Ps. pyocyanea 
B. megatherium 
B. subtilis 
B. ce~'eus 

Temp6ratures d'incubation 

37 ° 26 ° 

o 20 
57 87 
IO 5 ° 
19 21 

41 43 
7 I3 
4 2 

4 3 

2. Acidit~ du milieu.  L'~tude de la gen~se de la prot6inase de M .  lysodeiktieus a 
indiqu6 6galement 4 que pendant  rincubation, le milieu ne doit pas s'acidifier: lorsque 
ce milieu at teint  un  pH ~gal ou inf6rieur ~ 6, il perd toute activit6 prot6olytique. Nous 
avons constat6 ici que, d 'une fa~on assez g~n6rale, l'activit~ prot6olytique des milieux 
de culture des bact6ries utilis~es diminue plus ou moins quand le pH de ces milieux 
tombe au-dessous de 7; c'est ainsi que, k pla 5, cette activit6 prot6olytique, exprim6e 
en % de l 'activit6 moyenne du milieu de culture de chacune des bact6ries en question, 
incub6es dans les conditions optima, devient: B. megatherium Io, Proteus X I 9  50, 
Ps .  pyocyanea, B.  mesenWricus et B. subtilis 60 ~ 80. L'alcalinisation du milieu serait 
6galement nuisible. Aussi, la composition du milieu de culture est-eUe ~tablie de mani~re 
que le pit atteint ~ la fin de l ' incubation soit compris entre 7.5 et 8.5. On a vu ant6rieure- 
ment  4 comment l 'addition d'une petite quantit6 de glucose k un milieu de culture qui, 
en son absence, deviendrait trop alcalin, peut 6viter cet inconv6nient. Aussi, dans le 
present travail, comme dans le travail  pr~c6dent, a-t-on ajout6 o.8% de glucose au 
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milieu de culture, sauf dans lecas de celui destin6 ~ la culture de Proteus X x9 et de 
B. m~gath~,ium; le pH du mih'eu de culture de ces demiers organismes, en presence de 
cette quantit~ de glucose, tomberait en effet au-dessous de 7. 

B. Solutions tampons utilis~es dans la mesure de l'action prot~olytiqu¢ 

Le pH optimum des prot6inases bact6riennes 6tudi~es ici est voisin de 8. L'6tude 
du rble 6ventuel jou6 par le calcium dans l'activit6 et la stabilit~ de cet enzyme, dolt 
doric faire 6carter tout syst~me tampon susceptible de fixer le calcium d'une fagon 
quelconque aux environs de ce pn; c'est ainsi que les solutions tampons ~t base de phos- 
phates et de citrate doivent ~tre 6cart6es. En dehors des solutions tampons k base de 
borate et de ceUes k base de morpholines que nous avons mentionn~es plus haut, nous 
avons constat6 que les syst~mes suivants pouvaient 6galement 6tre utilis6s: cacodylate- 
NaOH 9, ac~tate-v6ronal t°, tri6thanolamine-HC1 n. Cependant, l'utilisation des solutions 
tampons k base de morpholines pr~sente l 'avantage de n'introduire aucun ion m6tallique 
ni aucun groupe susceptible de donner un complexe avec le calcium. Ces solutions 
~t base de morpho!ines telles qu'elles ont 6t6 finalement mises au point ici, ont la com- 
position et les propri6t~s indiqu6es dans le Tableau II. 

TABLEAU n 
SOLUTIONS TAMPONS A BASE DE MORPHOLINES 

IO ml de solution M]to de m~thylmorpholine (P.M. ---- lOZ) + io ml de solution M]Io d'&hyl- 
morpho l ine  (P.M. = I I 5 )  7[- g ml  de so lu t ion  de HC1 N l io  + (80 - -  g) ml  HiO.  

PH mesur6s  b, 2o ° A l '61ectrode de  verre  

2 

4 
6 
8 

IO  

PH 

8.50 
8 . I5  
7.90 
7.75 
7.60 

I 2  

I 4  
I6 

I8 

PH 

7.4 ° 
7.20 

7.00 
6.70 

III. R~SULTATS EXP~RIM'ENTAUX 

A. Quelques t~ropri~t~s des t~rot~inases telles qu'dles sont normalement obtenues 

Avant d'~tudier l'aetion propre du calcium sur les prot~inases en question, il ~tait 
n~eessaire de d~terminer quelques caraet~res des solutions enzymatiques telles qu'eUes 
sont normalement obtenues, en presence de la quantit6 de calcium naturellement 
contenu dans les milieux de culture (~-~ M/3oo). 

x. pn Ol~timura. Les prot~inases des baet~ries ~tudi~es, sauf M.  tysodeikticus, ont 
leur optimum d'aetion entre PH 7 et Pn 8, comme le montrent les chiffres du Tableau III.  
La prot~inase de M. lysodeikticus a son pn optimum l~g~rement d~plae~ du c6t~ alealin, 
~t 8.5 (Fig. 3). L'influence de la nature du tampon se manifeste de fa~on nette dans les 
courbes de la Fig. 3 qui repr~sentent les variations d'activit~ de la prot~inase de M. lyso- 
deikticus en fonction du pH, en presence de solutions tampons de borate, de morpholines, 
ou de phosphates. On voit clairement que du c6t6 acide, les r6sultats obtenus dans les 
trois tampons se rangent sur la m~me courbe, alors que du c6t~ alcalin, en pr6sence de 
Bibliographic p. ~55. 
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T A B L E A U  I I I  

PH OPTIMUM D'ACTION SUE LA G]~LATINR DES PEOT~INASES DE DIVERSES BACT~EIES 

Viscosim6trie; t amp on  morphol ines  

PH* Coccus P Megathe-rium Pyocyanea Mesente-ricus Proteus Subtilis Cereus 

~010 {0tot. ~010 ~0tot. ~0tot. ~0tot. ~0tot. 

5.7 76 22 54 29 21 I2 
6.6 57 76 43 54 57 - -  - -  
7.2 80 79 53 56 7 ° 29 34 
7"7 83 79 49 - -  7 ° - -  37 
8.0 86 66 3 ° 44 7 ° 24 3 I 
8.5 74 - -  4 ° 66 2I - -  
9.5 8 I8 25 2I 18 6 

* PH mesur6  ~ la  fin des  exp&iences .  Les  va l eu r s  des  PH n ' o n t  gu&e  vari6 au  cours  de Fact ion 
prot6olyt ique,  s au l  dans  le cas  des  so lu t ions  les p lus  acides:  PH pass~ de 5.0 A 5.7, e t  des solut ions  
les p lus  a lca l ines :  PH pass6 de xo.o ~ 9.5. D a n s  ehaeune  de ees zones en effet, le pouvo i r  t a m p o n  des  
morpho l ines  es t  tr~s a t t~nu& 

phosphates, mais non en pr6sence des autres tampons, l'activit6 tombe brusquement, 
le calcium n&essaire ~ l'activit6 enzymatique &ant fix~ par les phosphates. 

2. Stabilit~ au pn et d la temperature. Le fait que l'activit6 prot6olytique d'une 
culture, dont l'incubation se prolonge 3 jours, , 
varie selon le pn atteint par le milieu et selon 
la temp6rature, conduit ~ supposer des differences 
dans les stabilit6s des prot6inases s~par&s des 
ceUules bact&iennes. En ee qui concerne la pro- 
t~inase de M. lysodeikticus, la Fig. 4 montre que 
cet enzyme est tr~s labile ~ 37°; de toute fagon, 
sa stabilit6 maximum se trouve k pn 7.7. 

3. In/luence de la dialyse. La dialyse des 
solutions enzymatiques brutes contre l'eau 
distill6e fait changer le pH primitif de 8.o 
environ 5.5. Dans le cas d'un milieu tamponn6, 
les chiffres du Tableau IV montrent une perte 
d'activit6 prot6olytique plus ou moins grande 
suivant les baet6ries &udi&s. Mais si la dialyse 
s'effectue contre tampon borate, afin de main- 
tenir le pn autour de 7.7, on n'observe prati- 
quement aucune inactivation. 

B. Rdle du calcium dans l'activit$ des prot~inases 

I. Inactivation des prot~inases par divers 
r~acti/s du calcium. L'un des moyens permettant  
de constater le r61e du calcium dans l'activit6 
des prot6inases en question est d'&udier Pin- 

"..~ t o o  ~ - -  

$0  

I 
I 
| 
I 
I 
l 
I 
I 
I 

$ 6 7 8 9 ~ f f  

Fig.  3. PH o p t i m u m  de la prot6inase  de  
M. lysodeikticus mesur6  en pr6sence de  

diff6rcnts t a m p o n s :  
• borate ,  mesures  v i scos im&riques ,  Ftot 
17 morphol ines ,  mesures  viscosim6tr iques,  

Ftot 
x phospha tes ,  dosage groupes  N H  I apr~s  

2 4 heures  

f l u e n c e  ~ v e n t u e l l e  s u r  l a  r ~ a c t i o n  e n z y m a t i q u e  d e  l ' a d d i t i o n  d e  r ~ a c t i f s  c a p a b l e s  d e  

b l o q u e r  le  c a l c i u m  d u  m i l i e u  e n  d o n n a n t  a v e c  ce  m & a l  s o i t  d e s  s e l s  i n s o l u b l e s ,  s o i t  
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TABLEAU IV 

INFLUENCE DE LA DIALYSE SUR LES PROTI~INASES DE DIVERSES BACT~RIES 

7 N amind lib~rd apr~s ~ heures ~ 26 ° 

Solutions enzymatiques I Solutions enzymatiques II  

Dialys~es Dialys~es 
Brutes centre Brutes centre 

eau distill~e tampon borate 

Coccus P I693 I66~ I425 I33O 
M. lysodeil~ticus 350 I47 280 266 
Ps. pyocyanea 518 33~ 630 595 
B. cereus -- 827 778 

des complexes solubles ou non. Les r~actifs utilis~s ici sent: fluorure de sodium, citrate 
de sodium, oxalate de sodium, nitrilotriac~tate de sodium (Complexone I ou C. I), 
~thyl~nediamino-t~trac~tate de sodium (Complexone II  ou C. II)*, hexam~taphosphate 
de sodium (MP). Les experiences sent faites en presence de tampon borate de la fa~on 
suivante: I ml de la solution enzymatique est additionn~ de I ml de la solution (M/Io) 
du r~actif ~t pH 8.0. La concentration du r~actif en contact avec l 'enzyme est donc de 
M/2o. Le m~lange est maintenu ~ 20 ° pendant 3 heures, 7 heures ou 24 heures. On fait 
parall~lement des essais t~moins dans lesquels I ml de la solution enzymatique, addi- 
tionn~ de I ml de solution tampon, est plac~ dans des conditions identiques. Apr~s les 
temps qui viennent d'6tre indiqu~s, on introduit la solution de g~latine. Les  degr~s 
d'inactivation mesur~s sent pratiquement les m6mes, pour une m6me solution enzyma- 
tique, et un m6me r~actif, quels qu'aient ~t~ les temps de contact pr~alables avec ce 
r~actif. On peut donc en prendre les moyennes; ce sent ces derni~res qui sent donn~es 
dans le Tableau V. La concentration des r~actifs utilis~s est dans tousles cas sup~rieure 

celle qui est n~cessaire pour obtenir le maximum d'inactivation. On dolt remarquer 
ici que I. La quantit~ de r~actif n~cessaire pour inactiver les solutions enzymatiques, 
d~pend dvidemment de la quantit6 de calcium contenu dans ces solutions et de l'origine 
des protdinases. Lorsqu'il s'agit de la prot~inase de M. lysodeikticus, il suffit d'une 
quantit6 de citrate, d'oxalate ou de complexones ~ peine sup~rieure stoechiom6trique- 
ment ~ la quantit6 de calcium pr~sente dans le milieu, tandis que pour les prot6inases 
de Coccus P, de B. megatherium ou de B. raesentericus, il faut pour obtenir le maximum 
d'inactivation, entre 2 et 3 molecules d'oxalate ou de complexone II, pour celles de 
Ps. pyocyanea et de Proteus X Jr 9, 4 a 5 molecules de complexone II, et pour celles de 
B. subtilis, et de B. cereus, 5 k 6 molecules de complexone II par mol6cule de calcium. 
2. L'inactivation obtenue dans ces conditions peut ~tre totale ou partielle; dans ce 
dernier cas, l 'inactivation se fixe ~ un palier qui ne peut pas ~tre d6pass~, m~me en 
presence d'une quantit6 de r6actif IO lois sup6rieure k celle qui est n6cessaire pour 
atteindre ce palier. 3. L'inactivation des prot6inases n'est j amais instantan6e; le temps 
apr~s lequel rinactivation est maximum ddpend de la quantit~ et de la nature du r6actif, 
e t de la temperature: d'apr~s la vitesse de l'inactivation, on a l e  classement suivant: 

Oxalate < Citrate < Complexone II  

* Nous sommes heureux de remercier ici la Maison Siegfried, Z6fingen (Suisse) qui nous a 
aimablement oitert lea $chantillons de Complexone I e t  de Complexone II utilis~s dans le present 
travail. 
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TABLEAU V 

VALKURS DR ~ OBTENUES SOUS L'ACTION DES DIVERSES PROT]~INASES 

EN PRESENCE DE ~ U E L Q U E S  R~ACTIFS DU CALCIUM 

Fluor. Origine des T~moin 
prot6inases: 

i 
I5 
79 

M. lysodeikticus ~to I 
q0tot. 24 

B. megatherium 91o I I I 
q~tot. 74 49 

~OCCU$ P ~010 83 9 6 
~Otot. 93 6O 47 

Proteus X 19 910 4 ° 37 
@tot. 89 85 

Ps. pyocyanea ~Oto 34 27 27 
~otot.' 86 7 ° 75 

I Citr. 

o 

o 

I° 25 

Oxal. I C I 

o o 

o o 

o o 

23 22 

4 3 
37 42 

26 i8 2 
8i 44 9 

c II  

0 

2 2  

o 

38 

3 ° 13  o 
8 0  71 3 ° 

M P  

o 

o 

0 

2 I  

o 

37 

24 
44 

28 
69 

~. mesentericus fit0 37 io Q 9 z z e 2 
fftot. 89 85 80 82 77 65 74 

~. sub t i l i s  q~lo 4 ¢ 4 3 2 I I 
9tot. 71 69 66 66 61 61 59 

~. cereus ~010 2 2 2 2 2 i i 
@tot. 64 62 59 58 59 56 51 

L ' i nac t i va t i on  se fa isant  d ' a u t a n t  p lus  l en t emen t  que la t empe ra tu r e  est  p lus  basse.  
Darts le cas  de Coccus P p a r  exemple ,  l ' i nac t iva t ion  m a x i m u m  est a t t e in te  sous Fact ion 
de la complexone  I I e n  xo minu tes  k 2o ° et  en x h k o°; et  sous l ' ac t ion  de l ' oxa la t e  en 
3o minu te s  ~ 2o ° et  en 4 h ~ o °. 

Dans  le Tab leau  V, les r~actifs & u d i &  son t  classes dans  l 'o rdre  de leurs ap t i tudes  
croissantes  k fixer le calc ium.  I1 est  facile de se rendre  compte  en effet que le c i t ra te  
emp~che la p rec ip i ta t ion  du  ca lc ium pa r  le fluorure, que l ' oxa la t e  p r & i p i t e  le calcium 
de son complexe  avec le c i t ra te ,  mais  ne le p r & i p i t e  pas  de son complexe  avec la com- 
p lexone  I I ;  q u a n t  ~ la complexone  I ,  eUe se place  jus te  a v a n t  la complexone I I ,  puisque 
5 mol&ules  de complexone  I n ' e m p & h e n t  pas  compl&emen t  la p r & i p i t a t i o n  d 'une  
m o l &u le  de ca lc ium p a r  l 'oxa la te ,  alors  que ce t te  pr6c ip i ta t ion  es t  compl&emen t  
i n h i b &  p a r  z molecules de complexone  I I* .  

Les chiffres du Tab leau  V m o n t r e n t  que d ' une  fa~on g~n~rale, ces r~actifs se rangent  
dans  le m~me ordre  si Yon consid~re leur a p t i t u d e  ~ inac t iver  les prot~inases.  Seul le 

* L'6tude quantitative des co~tantes de dissociation des complexes des r6acti/s en question 
avec le calcium,/era l 'objet d'un travail ult6rieur. 
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m6taphosphate pr6sente une action irr6guli~re: il se comporte g6n6ralement en inacti- 
vateur puissant, mais dans certains cas (Ps. pyocyanea, Proteus X r9) son action est 
faible. Peut-~tre l'irr6gularit6 de ce comportement pourrait-elle s'expliquer par la 
pr6sence 6ventuelle d'une m~taphosphatase. 

Les diff6rentes prot6inases sont rang~es dans le Tableau V dans l'ordre de leur 
r6sistance croissante k l'inactivation. EUes pr6sentent ~ ce point de rue  de grandes 
differences de sensibilit6: la prot6inase de M. lysodeikticus 6tant la plus sensible, com- 
pl~tement inactiv6e par tous les r6actifs sauf le fluorure, la prot6inase de B. cereus 6tant 
la plus r6sistante puisque le m6taphosphate lui-m6me n'exerce sur elle qu'une action 
assez faible. 

I1 convient de remarquer que toutes les prot6inases, sauf celle de M. lysodeikticus, 
conservent une valeur de Ftot. qui ne s'annule jamais, m~me si la valeur de Flo tombe 
pratiquement ~ o. Chaque enzyme garde donc une activit6 r6siduelle correspondant, au 
palier dont l'existence a ~t6 signal6e plus haut. La signification de cette activit6 r6siduelle 
sera discut6e plus bas. 

2. R£activation par le calcium des prot~inases inactiv~es. L'on peut toujours emp~cher 
toute inactivation par addition de calcium ~ condition de l 'ajouter ~ l 'enzyme ou au 
r6actif avant de r6aliser leur m61ange, ou imm6diatement apr~s. On peut aussi introduire 
le calcium dans la solution de g61atine, mais il faut alors ajouter celle-ci au m61ange 
de l 'enzyme et du r6actif, d~s que le m61ange a 6t6 fait. Le calcium doit ~tre ajout6 au 
moins en les quantit6s stoechiom6triques correspondant k chaque r6actif. Au cours de 
ces additions, il fafit veiUer ~ maintenir le pi~ k 8.0. L'activit6 initiale de la prot~inase 
demeure alors inchang6e. 

Si l 'addition du calcium est faite un temps plus ou moins long apr~s la mise en 
contact du r6actif avec l'enzyme, l'activit6 initiale ne se retrouve plus qu'exceptionnelle- 
ment. La fraction d'activit6 r6cup6r6e d6pend de 
l'origine de la prot6inase, de la temp6rature et du 
temps pendant lequel on a maintenu l'enzyme k l'6tat 
inactiv6: le processus d'inactivation par 61imination 
du calcium, r6versible au d6but, devient par la suite 
plus ou moins rapidement irr6versible. C'est ainsi que, 
dans le cas de la prot6inase de M. lysodeikticus, une 
r6activation de lOO% n'est possible que si l'inactiva- 
tion par le citrate est r~alis6e h o °, et si l'addition de 
calcium a lieu apr~s un temps n'exc6dant pas 20 minu- 
tes; mais si l'addition du calcium ~ la prot6inase inac- 
tiv6e ~ o ° n'a lieu qu'apr~s 24 heures, la r6activation 
obtenue n'est plus que partielle. Les exp6riences dont 
les r6sultats sont donn6s dans la Fig. 5 sont faites 
dans les conditions suivantes: k 5 ml de solution de 
prot6inase, on ajoute 2.5 ml de solution de citrate de 
sodium M/io  ~ pH 8.O. On maintient le tout ~ o °. Apr~s 
20 mhmtes, on pr61~ve deux 6chantillons de 1.5 ml; 
l'un d'eux on ajoute o.5 ml de solution tampon borate 
et 5 ml de solution de g61atine; on contr61era ainsi le 

Ft,~l 
200 

fO0 

"\2,. 
, ~  - ' 4 " -  " " 1 . . ~  .~ . .37 o 

0~ ? 8 9 ~0 
p, 

Fig. 4. Activit6 de la prot6inase de 
M. lysodeikticus pr6alablement 
maintenue pendant 24 h k diff~- 
rentos tempdratures et k diff~rents 

PH; tampon borate 

degr~ d'inactivation (V) ; A l 'autre on ajoute 0. 5 ml de CaC1 s M/6, puis 5 ml de solution 
de g~latine; on mesurera ainsi le degr6 de rdactivation (III). Apr~s 24 heures on prdl~ve 
Bibliographie p. 255. 
z5 



z46 L. GORINI VOL. 6 (I950) 

un nouvel ~ehantiUon de 1. 5 ml" auquel on ajoute 0.5 ml de CaC1 s M/6, puis 5 ml de 
solution de g~latine (IV). D'autre part, on suit l'activit6 de la prot~inase non trait6e 
par le citrate, et utilis6e soit telle queue (I ml de solution enzymatique + I ml de 
solution tampon borate) (I), soit apr~s addition de CaCI~ (I ml de solution enzymatique 
+ o.5 ml de solution de CaCI~ M[6 + o.5 ml de solution de tampon borate) (II). Dans 
tousles cas l'activit6 prot6olytique ~ 26 ° est d&ermin& sur 2 ml de milieu r6actionnel, 
par des dosages des groupes NH, lib6r6s. 

Les choses se passent de fagon analogue darts le cas des prot6inases d'autres bac- 
t6ries, inactiv&s par la complexone II, les possibilit6s de r6activation totale par le 
calcium ~tant diff6rentes selon l'origine des prot6inases. Les chiffres du Tableau VI 
donnent le d6tail des exp6riences faites ~ ce sujet : on volt par exemple que clans le cas 
de Coccus P, il n'est plus possible de r~activer totalement l 'enzyme si le temps de contact, 

o ° ou ~ 20 °, a ~t~ prolong~ jusqu'~ ce que l'on ait obtenu l 'inactivation maximum. 

T A B L E A U  VI  

I~ACTIVATION PAR LE CALCIUM (m[200) DES PROTI~INASES INACTIV~ES PAR LA COMPLEXONE II M/2oo 

Les condi t ions  d ' i n a c t i v a t i o n  sont  expr im~es pa r  deux  chiffres: le  p remie r  repr6sente  le  nombre  de 
m i n u t e s  p e n d a n t  l e sque l l es  l ' e n z y m e  a 6t6 m a i n t e n u  ~ l a  t e m p 6 r a t u r e  indiqu~e pa r  le  deuxi~me chiffre. 

Or ig ine  e t  ac t iv i t6  
Condi t ions  

i n i t i a l e  
d ' i n a c t i v a t i o n  

des pro t6 inases  

Coccus P 
F10 = I8o 
Ftot. = 3 l o  

B. megatherium 
FIo = 23 
Ftot. = 280 

Proteus X I9 
F10 = 25 
Ftot. = 230 

B. mesentericus 
F10 = 21 
Ftot. = 235 

Ps. pyocyanea 
Fro ----- 6 7 
Ftot. = 270 

B. subtilis 
Fxo = I8 
Ftot. = 25o 

B .  c e r e u s  

Flo = I8 
Ftot. = 155 

5 ~ 0  0 

30-0 ° 

i5-2o ° 

I80-o ° 
60-20 ° 

1 8 0 - - 0  ° 

6 0 - 2 0  ° 

I80--O ° 

60--20 ° 

5-0 ° 

IO--O ° 

IO--O ° 

E n z y m e  

I n a c t i v 6  R6act iv~ 

F10 Ftot. 

IO 

3 
O 

54 

23 ° 
87 
82 

75 
75 

25 
25 

I 3 5  

I 3 5  

18o 

17o 

14o 

Fxo F~t. 

18o 3~o 
I3 230 

4 200 

IO 250 

7 230 

25 230 
5 230 

i2  18o 
i i  18o 

63 270 

17 25o 

I I  I5o 
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Apropos de l'utilisation de la complexone II  comme r~actif inactivateur, il convient 
de remarquer que, lorsque la complexone II  a ~t~ introduite en quantit~ relativement 
~lev6e, l 'addition ult~rieure de chlorure de calcium provoque une acidification du milieu 
qui pourrait fausser l'interpr~tation des r~sultats. Pour ~viter cette acidification, on 
op~re de la fa~on suivante: apr~s avoir d~termin~ dans un essai t~moin la quantit~ de 
soude N/io que l'on doit ajouter pour que le pH du milieu soit de 8.o apr~s l'addition 
de chlorure de calcium, on divise cette quantit~ en fractions que l'on introduit alter- 
nativement avec des fractions de la solution de chlorure de calcium; on ~vite ainsi des 
modifications trop importantes du pH dans un sens ou dans l'autre. 

3. SIb~ci/icit~ du calcium dans la r~activation de la l~rot~inase de M. lysodeikticus. I1 
~tait int6ressant de rechercher si le r61e du calcium qui vient d'etre mis en 6vidence 
~tait sp6cifique de ce m6tal, n convenait donc d'6tudier k ce point de vue l'action 
~ventuelle d'autres m6taux divalents tels que St, Ba, Mg, Mn, Co, Fe, Zn. Une telle 
6tude n6cessite l'61imination du mih'eu de la combinaison calcium-r~actif: en effet, si 
cette combinaison n'6tait pas 61imin~e, on pourrait toujours penser que l'introduction 
d'un m6tal autre que le calcium d6placerait le calcium de cette combinaison, et que la 
r~activation de l'enzyme, si r~activation il y a, est due au calcium ainsi lib6r6 et non 
pas au m6tal introduit. Aussi avons-nous choisi ici comme r~actif l 'oxalate qui permet 
d'~liminer une quantit6 importante de calcium. Mais cette ~limination n'est pas totale; 
il convenait donc de choisir un enzyme pour lequel la quantit6 de calcium subsistant 
alors est insuffisante pour que cet enzyme reste actif. Le Tableau V montre que la 
prot6inase de M. lysodeikticus est dans ce cas; c'est elle qui a ~t6 utflis~e ici. 

Les exp6riences sont faites dans les conditions suivantes: ~ 2o ml de solution de 
prot6inase, on ajoute IO ml de solution d'oxalate de sodium M/Io ~ pH 8.0. On maintient 
le tout 2 heures ~ o °, puis on 61imine l 'oxalate de calcium form6 par centrifugation. 
On pr~l~ve un 6chantillon de 1.5 ml auquel on ajoute 0. 5 ml do solution tampon borate 
et 5 ml de solution de g61atine; on contr61era ainsi le degr6 d'inactivation. On pr61~ve 
d'autre part  autant d'6chantil- 
lons de 1.5 ml que l'on a de ~ ~ z J  x 
m6taux ~ 6tudier; chacun de 
ceux-ci est introduit sous forme 
de 0. 5 ml d'une solution M/Io 
de l'un des sels suivants: SrCI~, 
CaCl 2, BaCl~, FeCI,, SO4Mg, 
SO~Mn; CoC12, S04Zn; puis 
chacun d'eux est en outre addi- 
tionn6 de 5 ml de solution de 
g61atine, le volume total de 
chaque essai 6tant ainsi de 7 
ml. L'ensemble est maintenu 
26 °. Dans chaque essai, on 
pr61~ve 2 ml apr~s des temps 
d'action d6termin~s et on d~ter- 
mine l'activit6 prot6olytique 
par des dosages des groupes 
NH 2 selon VA~ SLYKE. Les 
r~sultats obtenus sont indiqu~s 
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dans  la Fig.  6: ils sont  par t icul i~rement  nets.  La  r6ac t iva t ion  pa r  le ca lc ium est 6vidente.  
I1 n ' y  a p r a t i quemen t  aucune r6ac t iva t ion  pa r  Ba, Mg, Mn, Fe,  Co et Zn. Seul en dehors  
du  calcium, le s t ron t ium pr6sente une ac t iva t ion ;  mais  celle-ci quoiqu ' indiscutable ,  est  
tr~s 16g~re; elle n 'es t  que 15 ~ 20% de ceUe que l 'on ob t ien t  avec le calcium. 

C. Rdle du calcium dans la stabilit~ des prot~inases 

Les courbes de la Fig.  4 mon t ren t  que la prot6inase de M. lysoddkticus perd  d ' a u t a n t  
plus de son act ivi t6,  qu 'el le  a 6t6 conserv6e ~ des t emp6ra tures  plus 61ev6es. On s ' expl ique  
ainsi  que la t emp6ra tu re  k laqueUe on main t ien t  le m61ange enzyme-g61atine, au cours 
des exp6riences sur l ' ac t iv i t6  de la prot6inase,  suffit ~ p rovoquer  une inac t iva t ion  de  
r e n z y m e  au cours m6me de ces exp6riences, lorsque celles-ci se prolongent  plusieurs  
henres.  C'est  ainsi  que dans  certaines l imites tou t  au moins,  les valeurs  de Ftot. obtenues  
apr~s I8 heures sont  d ' a u t a n t  plus 61ev6es que la prot6olyse a eu lieu k une t emp6ra tu re  
plus basse.  Ce ph6nom~ne est encore plus marqu6 lorsque l 'ou 6tudie une solut ion d 'en-  
zyme  pr6a lab lement  dialys~e (Tableaux V I I  et  viii).  Cette inac t iva t ion  p a r  la tern- 

TABLEAU VII 

INFLUENCE DE LA DIALYSE SUR LA STABILITI~ DE LA PROT~INASE DE M. lysodeikticus 

Dialyse contre tampon morpholines 
Prot6olyse b~ diff6rentes temp6ratures en pr6sence de tampon 
morpholines 

Dur6e de la 
dialyse 

(heures) 

O 

5 
I O  

I5 
2 O  

Ftot. 

En presence Sans addition de calcium de calcium M]7o 

37 ° 2o ° 37 ° 

235 215 
16o 125 
I50 IOO 
14o 80 
13o 7 ° 

350 
350 
33o 
325 
325 

TABLEAU VIII 

P R O T E C T I O N  P A R  L E  C A L C I U M  D E  L A  P R O T ] ~ I N A S E  D E  M. lysodeikticus CONSERVtE b, 37 ° 

Mesures de Ftot. 

Enzyme 

Dialys6 
Brut (Ca M/3oo naturelle- 

ment pr6sent) 
Brut ou dialys6 

(Ca M/7 o ajout6) 

2 0  ° 

I I 
i7o [ 
2So I 

278 

o h  

Io5 

I 5 o  

278 

Enzyme agissant ~: 

37 ° 

Pr6alablement maintenu/~ 37 ° pendant 

3 h 

i 
20 h 

56 o 

II0 

278 230 

50 h 

o 

o 

Io5 
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p~rature au cours de la prot~olyse, disparait compl~tement en presence de calcium, que 
l 'enzyme ait ~t~ pr6alablement dialys6 ou non. C'est ce qui ressort des chiffres des 
Tableaux VI I  et VI I I ,  dans lesquels Ftor atteint,  en presence de Ca, une valeur qui 
reste prat iquement la m~me queUes que soient la temp6rature de la protc~olyse et la 
dur~e de la dialyse. 

Le Tableau V I I I  montre ~galement que le calcium protege la prot6inase contre 
l ' inactivation qui se produit en l 'absence de ce m6tal pendant l 'action de l 'enzyme sur 
la g61atine, mais aussi par simple maintien de la solution enzymatique ~ 37 ° par exemple. 

I1 6tait utile de rechercher si ce rSle de protection du calcium pouvait  6tre rempli 
par  un autre m6tal divalent. Les exp6riences faites k ce point de vue ont 6t6 r6alis6es 
de la faqon suivante: I ml de solution enzymatique dialys~e est additionn6 soit de x ml 
de solution tampon de borate, soit de I ml de solution M/IO de CaCI e, SrC1 v BaC1 v 
SO4Mn ou SO4Mg, soit de I ml de solution de SOiMg M, en tampon borate ~ pit 8.o 
(malgr6 le pH l~g~rement alcalin, ces solutions ne pr~cipitent pas). Le tout est soit 
additionn6 imm~diatement de 5 ml de la solution de g61atine, soit abandonn~ ~ 37 ° 
pendant 24 heures avant  d'6tre mis en contact avec la g61atine. De toute fa~on, l 'action 
prot~olytique se fait ~t 37 °. Les r6sultats obtenus sont donn~s par le Tableau IX,  dans 
lequel on voit 6galement les r~shltats d'une exp6rience t~moin faite ~ 2o °, avec une 
solution d 'enzyme non dialys6e. 

TABLEAU IX 
PROTBCTION PAR DIFI~RENTS MJ~TAUX (m/2o) DIS LA PROTI~INASIS DIS M. lysodeikticus CONSISRV~IS ~. 37 ° 

Mesures de Ftot. 

En pr6sence 
de: 

Tampon 
Ca 
Sr 
Ba 

Mg (M/2o et M]2) 
Mn 

Enzyme brut 
(Ca M]3oo ) 

agissant ~ 20 ° 

250 
278 
26o 

24o 

Enzyme dialys~ agissant 
37 ° pr6alablement 

maintenu ~ 37 ° pendant: 

o h 24 h 

lO8 o 
278 24o 
230 25 
lO 4 o 
Io8 o 
lO 5 o 

Ces r~sultats montrent  queen  dehors du calcium, dont l 'action protectrice est ~vidente, 
seul le strontium manifeste ~t ce point de vue une l~g~re activitY, qui de toute fa~on est 
beaucoup plus faible que celle du  calcium. L'ineflicacit6 totale du magn&ium doit ~tre 
soulign~e ici: m~me ~t une concentration IO lois plus forte que celle des autres mdtaux, 
son action est nulle. 

La protection par  le calcium de la prot~inase de M. lysodeikticus contre son inacti- 
vation par  la temperature, existe dgalement dans le cas des autres prot~inases sensibles 

la temperature:  prot~inases de B. megatherium et de B. mesentericus (Tableau X). 
Dans le cas des prot6inases qui se montrent  stables vis k vis de la temperature,  l 'addition 
de calcium au milieu, dont on salt qu'il en contient d6jk naturellement,  n 'a  aucune 
influence. 
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T A B L E A U  X 

STABILIT]~ ~ 37  ° DES PROTgINASES AUTRES ~ U E  CELLE DE M. lysodeikticus 

Maintenues ~, 37  ° pendant: 
Origine 

o h  3 h 2 o h  5oh 

B. megatherium Fx0 i i 7 3 - -  
Ftot. 165 14o  12o  ioo 

B. megatherium + Ca M]7o F10 20  20  20  - -  
F to t .  2 1 o  2 i o  2 1 o  2 0 0  

B. mesentericus Fx0 12 12 7 - -  

Ftot. 17o 17o  145  135 

B. mesentericus + C a  M[7o F l o  12 12 12 - -  
F to t .  18o  180  1 8 o  1 8 o  

1 
Coccus P Fx0 2 9 0  2 9 o  2 9 o  - -  

Ftot. 325  325  3 2 5  - -  

Proteus X x 9 F l o  14o  13o  131 - -  
F to t .  312  312  3 o o  - -  

Ps. pyocyanea Fxo IOO 87  83  - -  
F to t .  3 0 0  3 0 0  2 6 0  

B, subtilis F10 14 14 14 - -  
F to t .  2 4 9  2 4 9  2 4 9  - -  

B, cereus F10 7 7 7 
Ftot. 2 2 4  2 2 4  2 2 4  

D. Protection par d'autres m~taux que le calcium des prot~inases contre l'irr~versibilit~de 
l" inaaivation 

On a vu plus haut (p. 245) que l'inactivation des prot~inases par les divers r~actifs 
fixateurs de calcium devient plus ou moins rapidement irr6versible. I1 6tait utile de 
rechercher si d'autres m6taux que le calcium, bien que ne semblant pas jouer de r61e 
dans l'activit6 de ces enzymes, pouvaient prot6ger les prot6inases contre l'irr6versibilit~ 
d'une telle inactivation. Les exp6riences, qui portent ici sur la prot~inase de M. lyso- 
deikticus inactiv~e par roxalate, sont faites de la fagon suivante: I ml de solution 
enzymatique dialys~e est additionn6 de  o.o5 ml de solution M de CaCL~, SrClz, BaCL~, 
S04Mn ou S04Mg, et de o.5 ml de solution M]5 d'oxalate de sodium. Le tout est mainterm 
24 heures ~ o °. Au bout de ce temps, on ajoute soit o.45 ml de solution tampon borate, 
soit 0.25 ml de solution tampon borate et 0.20 ml de solution M de CaC12. Dans tous les 
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cas, on a joute  ensuite 5 ml de la solution de g~latine. La prot6olyse se fait ~ 37°; les 
valeurs de Ftot. obtenues sont  prEsent~es dans le Tableau XI .  I1 est int6ressant  de con- 
s ta ter  que le Mn et sur tout  le Mg, exercent ici une  protection trEs nette ,  quoiqu'fls ne  
poss~dent aucune  influence dans l 'activit~ proprement  dite de l 'enzyme. 

,~ 40C 
g 

300 

200 

fO0 

/ 
/ 

5 

J 

/ .  J 

~ X 

f0 

Fig. 5. Etficacitd de divers mdtaux dans la rdactivation de la protdinase de M. lysodeiMic~ inactivde 
par l'oxalate 

I. Protdinase brute 
II. Protdinase traitde par l'oxalate 

III.  Protdinase traitde par l'oxalate puis rdactivde par CaCl s 
IV. Protdinase traitde par l'oxalate puis rdactivde par divers mdtaux 

I. SrCll; 2. BaClz; 3. MgSO4; 4. M.nSO4, C°Cll, FeSO4- 

TABLEAU XI 

PROTECTION CONTRE L'IRP~VERSIBILIT~ DE L'INACTIVATION 

Prot6inase de M. lysodeikticus inactiv6e par l'oxalate 
M]2o en prtksence de mStaux M]4 o pendant 24 heures 
e tAo ° 
R6activation par le calcium M]Io 
Mesure de Ftot. 
Ftot. de l'enzyme brut: 250 

M6taux ajout6s avant Enzyme Enzyme 
l'inactivation inactiv$ r6activ6 

Ca 
Sr 
Ba 
Mn 
Mg 

6 i  

58 
64 
64 

I5o 
200 
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DISCUSSION 

L'ensemble des r6sultats pr6c6dents montre que le calcium joue un r61e indispen- 
sable dans l'activit6 et dans la stabilit6 des prot6inases bact6riennes. Tout conduit 
envisager que le calcium est un constituant de ces enzymes eux-m6mes: conservation 
de l'activit6 enzymatique apr~s dialyse, m~me prolong~e, lorsque cette dialyse est faite 

pn 7.7 ; diff6rence dans les actions inactivantes des divers r6actifs du calcium, l'ordre 
dans lequel ces r6actifs inhibent les prot6inases 6tant le m6me que celui de leur affinit6 
pour le calcium; enfm et surtout, instabilit6 des prot6inases constituant les enzymes 
en question, lorsque ces prot6ines sont priv6es de calcium. Ce sont donc les complexes 
prot6ine-calcium qui poss~dent une activit6 prot6olytique et qui constituent les enzymes 
proprement dits. Dans ces complexes, la liaison entre prot6ine et calcium est plus ou 
moins labile: dans le cas des prot6inases de M. lysodeikticus et de B. megatherium par 
exemple, cette labilit~ est telle qu'il faut ajouter du calcium aux solutions de ces enzymes 
pour obtenir le maximum d'activit6 prot6olytique, quoiqu'il y ait naturellement d6jk 
dans ces solutions une quantit6 de calcium non n6gligeable. Ces prot6inases sont d'autre 
part tr~s sensibles k la temp6rature, k la dialyse en milieu 16g~rement acide, aux r6actifs 
capables de bloquer le calcium, m~me k ceux qui, comme le fluorure et l'oxalate, ne 
poss~dent qu'une action relativement faible k ce point de vue. Dans le cas de B. subtilis 
et de B. cereus, cette liaison est au contraire tr~s forte; l 'addition de calcium n'a aucune 
action et l'emploi des r6actifs fixateurs de calcium les plus 6nergiques ne permet pas 
d'obtenir l 'inactivation complete de ces enzymes. Entre ces deux types extremes, on 
rencontre tousles  degr6s interm6diaires. I1 apparatt ainsi que ces prot6inases, quoique 
appartenant toutes k un m~me genre, different 16g~rement les unes des autres. 

Le r61e du calcium clans la stabilit6 des prot6inases se manifeste essentieUement 
par le fair que l'inactivation de ces enzymes, par 61imination du calcium, devient rapide- 
ment plus ou moins irr6versible. L'instabilit6, apr~s 61imination du calcium, des prot6ines 
constituant les prot6inases de diff6rentes origines, n'est d'aiUeurs pas la m~me pour 
toutes. Cette instabilit6 explique les r6sultats obtenus par MERRILL ET CLARK 5 et par 
HAINES 6; ces auteurs ont constat6 qu'il existe des prot6inases dans les milieux de culture 
de B. proteus, B. subtilis, B. mesentericus, Ps. fluorescens, Ps. pyocyanea, staphylococcus 
aureus, Achromobacter sp., lorsque ces bact6ries ont 6t6 cultiv6es en pr6sence de calcium, 
alors que ces milieux ne renferment aucune prot6inase si les bact6ries se sont d6velopp6es 
en l'absence de calcium: dans ce dernier cas, l'addition de calcium aux milieux filtr6s 
ne fait apparaltre aucune activit6 prot6olytique. Ils en ont conclu que le calcium 6tait 
indispensable k la synth~se des prot6inases par les bact6ries, mais non k l'activit6 de 
ces enzymes. Les r6sultats du pr6sent travail, confirmant ceux d6j~ obtenus par GORINI 
ET FROMAGEOT $, montrent au contraire que les prot6inases, synth6tis6es sous une forme 
quelconque k l'int6rieur des ceUules, ne peuvent subsister ~ l'ext6rieur de ces cellules 
et s'accumuler dans le milieu de culture que sous la forme active et stable de complexe 
prot6ine-calcium. Quand le calcium fait d6faut, la partie prot6ique de ces enzymes se 
d6truit rapidement. On comprend ainsi qu'apr~s une incubation de plusieurs jours 
k 26 °, toute r6activation des prot6ines en question soit devenue impossible. Une r6acti- 
vation ne pourrait avoir de chance de succ~s, dans le cas de cultures en l'absence de 
calcium, qu'en op6rant sur des prot6inases extraites de ceUules bact6riennes pr61ev6es 
en pleine phase de croissance logarithmique, cette extraction 6tant faite par une des- 
truction suffisamment rapide des ceUules. 
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TABLEAU XlI 
P~SISTANCIg COMPAI~E DES DIVERSES PROT~INASIgS A L'INACTIVATION 

A = Activit6 r~siduelle en % de l'activit~ initiale 
+ Inact. = Valeurs d'inactivation maximum obtenue 

Origine des 
prot~inases 

M. lysodeikticus 
B. megatherium 
Coccus P 
Proteus g 19 
Ps. pyocyanea 
B. mesentericus 
B. subtilis 
B. cereus 

telle 
quelle 

I5 
I I  

83 
4 ° 
34 
37 
4 
:2 

~010 

+1 calcium 

I 9  

13 
90 
4 ° 
38 
37 
4 
2 

inact. 
telle 

quelle 

79 
74 
93 
89 

86 
89 
71 
64 

~tot. 

+l+l 
calcium inact. % 

90 o o 

82 x6 x 
95 51 I 
89 7 I 
91 19 5 
89 64 3 ° 
71 53 5 ° 
64 44 5 ° 

Ces considerations sont illustr~es par les chiffres du Tableau X I I ;  ces chiffres 
donnent les valeurs de ~xo et de ~tot. pour chaque prot~inase ~tudi~e; soit teUe queue, 
soit en presence d 'un exc~s de calcium, soit apr~s inactivation la plus grande possible; 
en outre ils indiquent la proportion d 'act ivi t t  qui subsiste dans ce dernier cas. La 
conservation d'une activit~ non n~ghgeable, m~me en presence d 'un exc~s de r~actifs 
fixant ~nergiquement le calcium, comme la complexone I I  et le m~taphosphate, fait 
clue dans certains cas extremes (B. r,~sentericus, B. subtilis, B. cereus), on doit admettre  
ou bien qu'une partie du calcium de l 'enzyme n'est  plus ni dissociable ni accessible aux 
reactifs utilis~s ici, ou bien qu'il s 'agit d 'un autre type de prot~inases. 

En  ce qui concerne la sp~cificit~ du r61e jou~ par  le calcium, il apparaft  que l 'action 
de ce m~tal vis ~ vis des prot~inases est beaucoup plus marqu~ que celle de n ' importe  
lequel des autres m~taux ~tudi~s ici. La l~g~re action r~activatrice mais non protectrice 
du strontium d'une par t  et l 'action protectrice mais non activatrice du manganese et 
surtout du magnesium d 'autre  par t  vis ~ vis de la prot~inase de M.  lysodeilgicus in- 
activ~e par l 'oxalate et maintenue ~ o °, pr~sentent un int~r~t particulier: ces actions 
diff~rentes conduisent en effet ~ pr~ciser le double r61e du calcium comme constituant 
des prot~inases: le calcium joue d'une part  un r61e dans l'activit~ m~me de ces enzymes 
que l 'on doit d~sormais consid~rer comme des mttallo-prot~ines; et, suivant l 'hypoth~se 
de SmTH 9, on peut penser que, comme pour d 'autres m~taUo-prot~ines, le calcium prend 
part  ~ l 'union entre les prot~inases et leurs substrats au moment  de la prot~olyse. Darts 
ce r61e, le calcium peut ~tre remplac~, pour une petite part ,  par  le strontium et seulement 
par  lui; mais le complexe prot~ine-strontium ainsi form~ ne poss~de qu'une toute petite 
fraction de l'activit~ du complexe calcique correspondant. D'autre  part ,  le calcium, 
faisant partie de la molecule de prot~inase, assure la stabilit~ de sa structure. Dans ce 
r61e le calcium peut ~tre remplac~ par  le magnesium. Mais alors, le complexe prot~ine- 
magnesium ainsi form~, s'il conserve ~ la prot~ine sa structure fondamentale, n 'a  plus 
aucune activit~ prot~olytique. 
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R#-SUMg 

La production de prot6inases par toute une s6rie de bact6ries (M. lysodeikticus, B. megatherium, 
Coccus P, Proteus sp, Ps. pyocyanea, B. mesentericus, B. subtilis et B. cereus), cultiv6es en a6robiose 
et  ~ PH compris entre 7 et 8, est d 'autant  plus forte que ces cultures se font ~ temp6rature plus basse, 
iei 26 °. Le PH optimum de ces prot~inases est compris entre 7 et 8. 

L'activit6 de ces prot6inases, s6par6es de toute cellule bact6rienne, est inhib6e par diff6rents 
r6actifs du calcium: fluorure, citrate, oxalate, nitrilotriac6tate (Complexone I), 6thyl~nediamino- 
t~trac6tate (Complexone II), hexam6taphospha~e de sodium. L' inactivation des diverses prot6inases 
par ces r6actifs n'est pas instantan6e, et se fair d 'autant  plus lentement que la temp6rature est plus 
basse. Les diverses prot6inases pr6sentent de grandes diff6rences de sensibilit6, celle de M. lysodeikticus 
6tant la plus sensible, compl~tement inactiv6e par tons les r~actifs sauf le fluorure, celle de B. cereus 
~tant la plus r6sistante puisque m6me la complexone II et le m6taphosphate n'exerceut sur elle qu'une 
action assez faible. 

L'inactivation des prot6inases par les r6actifs pr6c~dents peut ~tre compl~tement emp~ch6e par 
addition du calcium ~ condition que celui-ci soit ajout6 sit6t fair le m61ange de l 'euzyme aux r6actifs. 
Si le calcium est ajout6 un temps plus ou moins long apr~s ce m61ange, l 'activit6 iuitiale ne se retrouve 
plus qu'exceptionnellement: le processus d'inactivation par 61imination du calcium, r6versible au 
d6but, devient par la suite plus ou moins rapidement irr6versible. D'autre part, le calcium protege 
les prot6inases contre leur inactivation par la temp6rature. 

Le calcium joue ainsi un r61e fondamental d'une part  dans l 'activit6 et d 'autre part  dans la 
stabilit6 des prot~inases bact6riennes: c'est un constituant de ces enzymes; ceux-ci sont donc des 
m6talloprot6ines dans lesquelles, selon leur origine, la liaison entre prot~ines et calcium est plus ou 
moins labile. Dans son r61e de substance active vis ~ vis de la prot6olyse, le calcium ne peut ~tre 
remplac6 que par le strontium et seulement pour une petite part;  dans son r61e de constituant de la 
mol6cule de protMinase, assurant la stabilit6 de la structure de l'enzyme, le calcium peut 6tre rem- 
plac6 en partie par le magn6sium; mais le complexe prot6ine-magn6sium ainsi form6, s'il conserve 
A la prot6ine sa structure fondamentale, ne poss~de aucune activit6 prot6olytique. 

Au cours des recherches pr6c6dentes, a ~t6 mise au point et utilis6e une nouvelle solution tampon, 
base de m6thyl- et d'6thylmorpholine, utilisable entre PH 6.7 et PH 8.5, et ne contenant ni ion 

m6tallique nl substance capable de complexer le calcium. 

SUMMARY 

The production of proteinases by a whole series of bacteria (M. lysod~iMicus, B. megatherium, 
Coccus P., Proteus sp, Ps. pyocyanea, B. mesentericus, B. subtilis, and B. cereus), grown aerobically 
and at PH 7-8, is the more, the lower the temperature; this work was carried out at 26 °. The optimum 
PH of these proteinases is between 7 and 8. 

The activity of these proteinases, when separated from bacterial cells, is inhibited by various 
reagents for calcium: fluoride, citrate, oxalate, nitrilotriacetate (Complexon I), ethylenediamino- 
tetraacetate (Complexon II), and sodium hexametaphosphate. The inactivation of the various 
proteinases is not immediate and takes place more slowly as the temperature is lower. The sensitivity 
of these enzymes varies considerably. That from M. lysod~ikticus is the most sensitive and is com- 
pletely inactivated by all the reagents except the fluoride. That from B. cereus is the most resistant, 
even complexon II and the metaphosphate having only a weak action. 

The inactivation of the proteinases by the above-mentioned compounds can be completely 
prevented by addition of calcium, provided this is done immediately after addition of the reagent. 
If the calcium is added later, the original activity is regained only in exceptional cases. The inactiv- 
ation by elimination of calcium is reversible in the beginning, but subsequently becomes more or 
less rapidly irreversible. On the other hand, the calcium protects the proteinases against inactivation 
by heat. 

The calcium thus plays a fundamental part  in these bacterial proteinases, not only in their 
activation but  also in their stability: it  is a constituent of these enzymes, which must therefore be 
considered as metalloproteins in which, according to their origin, the bond between the protein and 
the calcium is more or less labile. The calcium in its r61e as the active substance as regards proteolysis 
can be replaced only by strontium and only to a slight extent. As a constituent of the proteinase- 
molecule, assuring the stability of the enzyme structure, calcium can be substituted partially by 
magnesium. However, the protein-magnesium complex so formed, although keeping the fundamental 
structure, has no proteolytic activity. 

In the course of the above-mentioned research, a new buffer solution, containing methyl- and 
ethylmorpholine, has been tried out. I t  can be used between PH 6.7 and 8. 5 and includes neither 
metallic ions nor substances capable of forming complexes with calcium. 
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ZUSAMMENFASSUNG 

Die Bildung von Proteinasen dutch eine ganze Reihe yon Bakterien (M. lysodeihticus, B. mega- 
tkevium, Coccus P, Proteus sp, Ps. pyocyanea, B. raese~tericus, B. subtilis und B. cereus) unter aeroben 
Bedingungen und bei PH 7 -8  ist um so st~ixker, je niedriger die Temperatur gehalten wird. In  diesen 
Versuchen wurde bei 26 ° gearbeitet. Das pH-Optimum dieser Proteinasen betr~gt 7-8. 

Die Aktivit~t dieser Proteinasen in Abwesenheit yon Bakterienzellen wird durch verschiedene 
Reagentien die Ca ausfiillen oder komplex binden wie: Fluorid, Citrat, Oxalat, Nitrilotriacetat 
(Komplexon I), ~thylendiaminotetraaeetat  (Komplexon II), Hexametaphosphat  gehemmt. Die 
Inaktivierung der verschiedenen Proteinasen geschieht nicht augenblicklich sondern um so langsamer, 
je tiefer die Temperatur ist. Die Empfindlichkeit der Proteinasen ist sehr verschieden: am empfind- 
lichsten ist die Proteinase yon M. lysodeikticus, die durch alle Reagentien mit  Ausnahme yon Fluorid 
vollstiindig inaktiviert wird, am widerstandsf~higsten ist die Proteinase yon B. cereus, auf welche 
sogar Komplexon II und Metaphosphat nur eine schwache Wirkung ausiiben. 

Die Inaktivierung der Proteinasen durch die oben erw~ihnten Reagentien kann durch Zugabe 
yon Calcium vollkommen verhindert werden, wenn dieses sofort nach Zugabe des Reagens' beigefiigt 
wird. Wird das Calcium sp~ter zugegeben, so wird die urspriingliche ik t iv i t~ t  nur in Ausnahmef~llen 
wiederhergestellt. Die Inaktivierung durch Ausscheidung des Calciums ist anfangs reversibel, wird 
aber dann friiher oder sparer irreversibel. Andererseits schiitzt das Calcium die Proteinasen gegen 
Inaktivierung durch W~rme. 

Das Calcium spielt also sowohl bei der Aktivierung wie ffir die Stabilit~t der Bakterienpro- 
teinasen eine grundlegende Rolle: es ist ein Bestandteil dieser Enzyme; diese miissen daher als 
Metallo-Proteine angesehen werden, in denen je nach ihrem Ursprung, die Bindung zwischen Pro- 
teinen und Calcium mehr oder weniger labil ist. Als aktive Substanz der Proteolyse kann das Calcium 
nur dutch Strontium und zwar nur zu einem kleinen Teil ersetzt werden; als Bestandteil des Pro- 
teinase-Molekiiles (in diesem Fall iibernimmt das Calcium die Funktion die StabilitRt der Enzym- 
struktur zu sichern) kann das Calcium teilweise durch Magnesium ersetzt werden. Der so gebildete 
Protein-Magnesium-Komp~ex schiitzt zwar die Grundstruktur des Proteins, besitzt aber keinerlei 
proteolytische Aktivit~t. 

Im Laufe der oben beschriebenen Untersuchungen wurde eine neue Pufferl6sung angewendet, 
die Methyl- und ~thylmorpholin en th~t .  Die Pufferl6sung hat sich zwischen PH 6.7 und PH 8.5 gut 
bew~Ahrt; sie enth~lt weder Metallionen noch andere Substanzen die mit  Calcium eine Komplex- 
verbindung bilden k6nnen. 
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