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I N F L U E N C E  DU CALCIUM SUR LA STABILITI~ 

DU C O M P L E X E  T R Y P S I N E - O V O M U C O I D E  

par  

L U I G I  G O R I N I  ET L U C I E N N E  A U D R A I N  

Laboratoire de Chimie biologique, Facult~ des Sciences, Paris (France) 

On sait que l 'ovomucoide inhibe la t rypsine en se combinant  avec elle moMcule ~t mol6cule 1, 
cette combinaison faisant intervenir  des groupes de la t rypsine autres  que ceux auxquels  est due 
l 'activit6 prot6olytique de cette derni~re 2. Nous avons constat6 tou t  d 'abord que: (a) une telle 
inhibition n 'es t  pas  influenc6e par  les ions Ca++; (b) les ions Ca ++ n 'on t  pas non plus d 'act ion sur  
la stabilit6, ~t 37 °, de l 'ovomucoide* seul: en effet, ce dernier, maintenu ~t cette temp6ra ture  en 
solution 7' lO-6 M dans du t a m p o n  borate 4 (5" lO-2 M) ~ p H  7.9, conserve, m6me apr~s 72 heures, 
la totalit6 de son pouvoir  inhibiteur vis ~t vis de la trypsine**, en pr6sence ou non d ' ions Ca ++ 
(lO -2 M); (c) le complexe t rypsine-ovomucoide poss~de une activit6 prot6olytique propre:  en effet, 
l ' inhibition par  l 'ovomucoide de l 'activit6 prot6olytique d 'une solution de trypsine,  inhibition qui 
croit proport ionnel lement  ~ la quanti t6 d'ovomuco~de ajout6e, a t te int  son m a x i m u m  lorsque une 
mol6cule d 'ovomucoide se t rouve en pr6sence d 'une mol6cule de t rypsine;  mais ce m a x i m u m  ne 
correspond pas ~ une inhibition totale: ~t par t i r  de ce moment ,  le milieu conserve une activit6 
prot6olyt ique p ra t iquement  constante,  quel que soit l'exc~s d 'ovomucoide que l 'on ajoute.  Cette 
activit6 prot6olytique, que l 'on doit ainsi a t t r ibuer  au complexe trypsine-ovomucoi'de, est, darts nos 
exp6riences, les 7 % de celle que pr6senterait  la t rypsine pr6sente dans le milieu si elle 6tait libre. 

Diverses observat ions que nous r6sumons ici mont ren t  que, A l ' inverse de ce qui se passe lorsque 
l 'ovomucoide est seul en solution, les ions Ca ++ exercent une action tr~s net te  sur l 'ovomucoide 
combin6 ~ la trypsine, en en alt6rant la stabilit6 X 37°: si on maint ient  X cette temp6ra ture  une 
solution A p H  7.9 ( tampon borate), contenant  ~ la fois de l 'ovomucoide 7" IO-n M (2oo/ ,g/ml)  et 
de la t rypsine 6. IO -6 M (200/*g/ml), cette derni~re 6tant  ainsi en 16ger d6faut, on constate  que la 
presence de calcium dans cette solution provoque la disparition de l 'ovomucoide (Tableau I, colonne 4)- 
La pr6sence du m6tal protege de l ' inactivation qu'elle subirai t  en son absence, aussi bien la t rypsine 
lib6r6e de l 'ovomucoide par  suite de la disparition de ce dernier, que la t rypsine libre en l 'absence 
d'ovomucoide~, ~. Une telle disparition de l'ovomuco~de est accompagn~e de son hydrolyse, comme 
le montre  l 'appari t ion de peptides dialysables. Or, l 'ovomucoide ne peut  devenir un subs t ra t  de la 
t rypsine qu 'apr~s avoir perdu son activit6 ant i t rypsique;  on dolt donc conclure que la pr6sence 
simultan6e des ions Ca ++ et de la trypsine provoque une inactivation rapide de l'ovomucoi'de, laquelle 
ne se produi t  absolument  pas en l 'absence de t rypsine et ne se produi t  que tr~s lentement  (Tableau I, 

T A B L E A U  I 

L'activit6 prot6olytique est donn6e par  l 'accroissement × lO 3 du coefficient d 'ext inct ion 
28o m#  de la part ie rendue soluble darts l 'acide trichlorac6tique k 5 %, d 'une solution ~ 2 % de 
s6rumalbumine d6natur~e, apr~s prot6olyse de IO minutes  ~ 25 °. Cin6tique d 'une r6action d 'ordre z6ro. 

Trvpsine 6. IO -s M ( tampon borate p H  7.9) avec ou sans ovomucoide 7" I ° -e  M, conserv6e 
~t 37 ° ou ~t o °. 

A ctivit~ proteolytique 

Conditions Apr~s addition de Ca lO -2 M 
de conservation Sans autre traitement et apr~s 24 heures 

supplementaires d 37 ° 

Trypsine Trypsine Trypsine Trypsine 
seule ovomuco~de seule ovomuco~de 

(I) (2) (3) (4) 

z6ro heures k 37 ° 270 20 15o 154 
15 o 36 o 123 
24 o 3 ° o 113 
48 o 33 o 7 ° 
48 0 ° 250 32 132 140 

* L 'ovomucoide utilis~ ici a 6t6 pr~par6 selon FREDERIQ ET DEUTSCH 3. 
** Trypsine cristallisSe Worthington.  
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colonne 2) en sa  pr6sence.  Le r61e du ca lc ium sur  le complexe  t ryps ine-ovomuco~de  es t  a insi  double :  
d ' u n e  pa r t  il acc61~re cons id6rab lement  l ' i nac t iva t ion  de l 'ovomuco~de,  d ' a u t r e  pa r t  il ag i t  en  protec-  
t eu r  de la t ryps ine  lib6r6e pa r  cet te  inac t iva t ion .  

R e m a r q u o n s  enfin que  la t ryps ine ,  lorsqu'eUe se t r ouve  sous  forme de cornplexe t ryps ine -  
ovomucoide ,  es t  prot6g6e cont re  Fac t ion  i nac t ivan t e  de la t e m p 6 r a t u r e  de faQon encore  p lus  efficace 
que  pa r  le ca lc ium lorsqu'el le  est  libre. 

L ' e n s e m b l e  de ces r6su l t a t s  condu i t  A pense r  que  l 'ovomuco~de exis te  eu so lu t ion  sous  une  
forrne act ive  e t  une  forme inact ive  en 6quilibre; le ca lc ium et  la t ryps ine  ag i ssen t  tous  deux  sur  cet  
6quilibre, le premier  en le d6pla~ant  en  faveur  de la forme inact ive ,  la deux i~me en le d 6 t r u i s a n t  
parce  qu 'el le  hydro lyse  cet te  forme inact ive.  Une  6rude p lus  d6taill6e de cet  6quil ibre sera  publi~e 
dans  ce m 6 m e  journal .  
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E N Z Y M A T I C  H Y D R O L Y S I S  O F  L I N S E E D  M U C I L A G E  

b y  

L.  M A S S A R T  AND E. V A N  D E R  A U W E R M E U L E N  

Biochemical Laboratory, The University, Ghent (Belgium) 

As far  as we know an  e n z y m a t i c  hydro lys i s  of l inseed muci lage  h a s  never  been repor ted .  Af ter  
r ead ing  PIGMAN'S review in SUMNER AND ~]'YRB~_CK 1 it  even  looks as if an  a t t e m p t  was  never  m a d e  
to  prove  the  exis tence of enzymes  a t t a c k i n g  l inseed mucilage.  

We  have  now found t h a t  a commerc ia l  p repa ra t ion  of hemicel lu lase  of funga l  origin,  b r o u g h t  
on the  m a r k e t  by  the  Paul  Lewis Labora t ies  and  by  General  Biochemicals ,  Inc. ,  con ta ins  an  e n z y m e  
which  reduces  t he  v iscos i ty  of solut ions  of l inseed muci lage,  a ccompan ied  by  a p roduc t ion  of reduc ing  
sugars .  

The  muci lage  was  obta ined  by  t he  ex t r ac t ion  of l inseed wi th  wa te r  and  p rec ip i t a t ion  and  re- 
prec ip i ta t ion  wi th  alcohol, o. 4 % solut ions were m a d e  in appropr ia t e  buffer  so lu t ions  and  the  decl ining 
v iscos i ty  was  measu red  in a Hbpp le r  or  an  Os twa ld  v iscometer .  Controls  were r u n  wi th  boiled 
so lu t ions  of t he  enzyme.  

Reduc ing  suga r s  were de t e rmined  according to  SUMNER AND SOMERS ~, pen toses  accord ing  to  
MASSART AND HOSTE 3. Paper  c h r o m a t o g r a p h y  was  carr ied ou t  wi th  b u t a n o l  as t h e  so lven t  and  
ani l ine-oxala te  as t he  detector.  

Our  ma in  resul ts  can  be s u m m a r i z e d  as follows: 
i .  t h e  viscosi ty  declines ve ry  rap id ly  dur ing  the  first minu tes ,  l a te r  more  s lowly b u t  s t ead i ly  

w i thou t  reaching  the  viscosi ty  of wa te r  even  af ter  hours ;  
2. t he  a m o u n t  of reduc ing  groups  set  free grows r~pidly a t  first, l a te r  more  s tead i ly ;  
3. pape r  c h r o m a t o g r a p h y  reveals  t he  exis tence  of ga lac tose  and  xylose  a f te r  e n z y m a t i c  hy -  

drolysis  ; 
4. t he  o p t i m u m  p H  of t he  enzyma t i c  hydro lys i s  is 6; exposure  to p H  2.I for 3 ° min  inac t iva tes  

t he  enzyme ;  
5. above  4 o ° C  the  ra te  of hydro lys i s  d iminishes ;  exposure  to  8 5 ° C  for 3 ° m in  i nac t iva t e s  

the  enzyme  ; 
6. the  e n z y m e  is prec ip i ta ted  by  t r ea t ing  wi th  a m m o n i u m  s u l p h a t e  66.6 % sat .  
These  and  o the r  resu l t s  t oge the r  wi th  a d iscuss ion  will be  s u b m i t t e d  for pub l ica t ion  in th i s  

journal .  
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