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I N F L U E N C E  DU MANGANI);SE SUR LA STABILIT]~ DU LYSOZYME 

I. INFLUENCE DU MANGANI~SE SUR LA VITESSE D'INACTIVATION 

IRRt~VERSIBLE DU LYSOZYME PAR LA CHALEUR* 

pa r  

L U I G I  G O R I N I  ET F R A N ¢ O I S E  FI~LIX 

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

On sait 1-e que certains ions mdtaUiques peuvent exercer un r61e important sur la 
stabilitd de diverses prot6ines. On a vu dgalement que cette stabilitd peut se traduire, 
suivant la protdine, soit par le maintien d'une activitd enzymatique (trypsine) 3, soit par 
une rdsistance de la protdine (sdrumalbumine) h l'action hydrolysante de la trypsine e. 
I1 dtait int6ressant d'dtendre ce genre de recherches au lysozyme en dtudiant tout d 'abord 
ract ion protectrice de divers ions mdtaUiques v i sk  vis de son inactivation irrdversible 
par la chaleur. Cette protdine poss~de en effet une activitd enzymatique qui s'exerce sur 
un substrat de nature non protdique; en outre, elle peut 6tre obtenue ~t l 'dtat cristaUisd. 

Des expdriences prdliminaires concernant l'action protectrice de divers ions mdtalli- 
ques sur le lysozyme en ce qui concerne son inactivation irrdversible par la chaleur ont 
dtd effectudes entre 60 ° et 9 o°, tempdratures auxquelles l 'inactivation du lysozyme ~ pH 
7.9 est suffisamment rapide pour ~tre dtudide facilement; elles ont montrd que, parmi 
les ions bivalents dtudides (Mn++, Co++, Ca++, Mg++, Ba++, Sr++, Zn++, Fe++, Cu++), 
Mn++ seul exerce une action protectrice marqude. C'est donc surtout l 'dtude de l'action 
de ce mdtal qui constitue le sujet du prdsent travail. 

PARTIE EXPI~RIMENTALE 

Techniques 
Pour  lea essais  d ' i nac t iva t ion ,  le l y sozyme  (carbonate ,  Armour ,  Chicago) eat d i ssous  dams une  

solution tampon borate 5" lo-S M, A pH 7.9, d'aprAs CLARK ET LimBs 7. Ces solutions contiennent 
dventuellement lea chlorures des mdtaux dtudids. La ddtermination de l'activitd lysante du lysozyme 
se fair en solution tampon acdtate vdronal 3" IO-S M, A pH 7.o, d'apr~s MICHAELIS s. AU moment de 
la mesure de son activitd, l'dchantillon d'enzyme qui dtait en milieu tampon borate se trouve dilud 
12 lois en milieu tampon acdtate-vdronal. Le tampon borate ayant un faible pouvoir tampon 
pH 7.9, la dilution dans le tampon acdtate-vdronal suliit pour porter le pH~ 7.0. La concentration 
de NaCI dans ce tampon eat suflisamment grande (io-I M) pour qu'on puisse ndgliger lea petites 
variations de concentration des ions Cl- apportds par l'addition des chlorures mdtalliques. 

Inaaiva#ion du lysozyme par la chaleur. Les  solu t ions  de l y sozyme  son t  m a i n t e n u e s  A la t empdra -  
tu re  convenab le  ( ±  o ° x) p e n d a n t  des  t e m p s  ddterminds,  non  compr i s  le t e m p s  ndeessai re  A l '6qui-  
l ibra t ion  de  la teml~rataare  de  l ' e ~ a i  avec  celle du  bain .  Ce dern ier  t e m p s  eat d e  2 minu te s ,  en  em-  
p l o y a n t  la t e chn ique  s u i v a n t e  : A 4.5 ml  de t a m p o n  bora te  p rda l ab l emen t  dqui l ibrds/ t  la t e m p d r a t u r e  

* Nous  s o m m e s  h e u r e u x  de remercier  la F o n d a t i o n  Rockefel ler  de r a i d e  matdriel le  qu 'e l le  a 
appor td  A l ' ex6cut ion  de ce t ravai l .  
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du bain, on ajoute o. 5 ml de solution enzymatique Io lois plus concentr~e que celle qu'on veut 
finalement obtenir, et pr~alablement port6e ~ 4 o°. La concentration Co en lysozyme actif est celle 
qu 'on d~termine apr~s 2 minutes de chauffage. Dans ces conditions, et m~me dans les exp6riences 
aux temperatures les plus ~lev6es, la concentration C o est, au maximum, inf~rieure de Io % ~ celle 
de la m~me solution conserv6e ~ la glaci~re. Aux diff~rentes temp6ratures, les experiences ont ~t~ 
poursuivies pendant  des temps sufl~samment longs pour que l 'inactivation soit de l 'ordre de 5 ° ~ .  
En ce qui concerne l ' interpr6tation des r6sultats num~riques exp6rimentaux, apr&s avoir v6rifi~ 
qu'ils 6taient compatibles avec l'6quation d'une r6action de premier ordre, g6n6ralement admise 
pour une d6naturation de prot~ine, nous avons adopt6 l'6quation classique: 

log = 2.-'3 

off C o = concentration du lysozyme actif au temps z6ro 
C = concentration du lysozyme actif au temps t, 

et cherch6 ~ d6terminer K darts chaque cas particulier. 

D~te~'mination de l'aaivit~ enzymatique du lysozyme: EUe a ~t6 faite suivant la m~thode de 
ALDERTON ET FXVOLD 9 modifi~e par FRAENKEL-CONRAT 10. On mesure par n~ph~lom~trie le pouvoir 
lysant de l 'enzyme ~, 25 ° (:~ o ° I) sur une suspension bact6rienne de Micrococcus lysodeihticus. Les 
cellules, lav6es et s~ch6es ~, l'ac~tone, sont raises en suspension dans le milieu tampon ac6tate-v~ronal 
pH 7 (24 mg de bact6ries pour ioo ml). L'opacit6 de cette suspension reste constante dans les trois 
premieres heures qui suivent la pr6paration. On m61ange t~ 5 ml de suspension 0. 5 ml de tampon 
v6ronal et o.5 ml de solution enzymatique, et on suit la diminution d'opacit6 due au ph6nom&ne 
de lyse pendant  les quatre premieres minutes d'action. L'appareil utilis6 est un 61ectrophotom&tre 
de MXUNmR, et les mesures sont faites avec le filtre rouge et une cuve de Io mm d'~paisseur. Les 
valeurs des absorptions, lues dans les unit6s arbitraires de l'appareil, sont exprim~'es en fonction 
du  temps. Si la concentration C en enzyme actif de la solution employee n 'est  pas  snp*rieure 
~6/~g/ml, les points compris entre I minute et 3 minutes (5 ~ 6 points) se raugent sur une droite 
d o n t  la pente est proportionnelle ~ C. Dans nos conditions d'exp6rience, I/~g/ml de lysozyme actH 
donne une lyse correspondant ~, une diminution d'opacit6 de o.69 division de l'~chelle du photom&tre 
par minute. L'erreur relative sur la concentration C est de 5 %. 

STABILITI~ DES SOLUTION DE LYSOZYME tk O ° 

Plusieurs auteurs 11,1~, la, 14 ont observ6 que des solutions de lysozyme conserv6es 
m~me k la glaci~re, donnent naissance, surtout aux pH alcalins, k des modifications de 
lysozyme diff6rentes quant k certaines de leurs propri6t6s physiques. En ce qui nous 
concerne, des essais de conservation de solutions de lysozyme dans du tampon borate, 
soit k pH 7.9 soit k pH 9.3, pendant trois semaines, n 'ont fait apparaitre aucune modifi- 
cation vis ~ vis du comportement ~ l 'inactivation par la chaleur. 

INFLUENCE DE LA PRESENCE DES IONS Mn++ SUR L'ACTIVITE LYSANTE DU 

LYSOZY'ME }k 2 5 o 

Nous avons constat6 que la pr6sence de Mn ++ dans une solution de lysozyme 
augmente Mg~rement son activit6, celle-ci atteignant en moyenne, pour Mn++ lO-3 M, 
les 115% de l'activit6 de l'essai sans Mn++. Cet effet du Mn ++ a 6t6 v6rifi6 par des 
exp6riences syst6matiques dans les quelles la lyse a 6t6 faite en pr6sence de quantit6s 
variables de Mn ++. Pour une concentration du lysozyme de 14/~g/ml, l'effet du Mn++ 
commence k ~tre sensible ~ partir d'une concentration de lO -7 M. De toute fagon, il est 
clair que la valeur du rapport  Co/C dans les exp6riences en pr6sence de Mn, n'est pas 
alt6r6e par le ph6nom~ne ci-dessus et reste comparable aux valeurs obtenues dans les 
exp6riences sans Mn++. 

Avec les autres m6taux essay6s ~ titre de comparaison (Ca, Co, Mg), nous avons 
observ6 un effet analogue, mais moins accus6 et qui n'est d6celable que lorsque la 
concentration du m6tal atteint i o  - a  M .  
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IRRI~VERSIBILIT~ DE L'INACTIVATION DU LYSOZYME AUX TEMPI~LRATURES 

COMPRISES ENTRE 60  ° ET 9 ° 0  

Le degr6 de d6naturation atteint  apr~s chauffage aux temp6ratures ci-dessus, reste 
constant m~me apr~s conservation de l'6chantiUon de lysozyme inactiv6, pendant 
quelques jours 5. la glaci~re. Nous en avons d6duit que le ph6nom~ne que nous 6tudions 
est irr6versible. 

INFLUENCE DE LA CONCENTRATION DU LYSOZY'ME SUR SON INACTIVATION PAR 

LA CHALEUR 

Nous avons suivi, 5. trois temp6ratures (6o °, 7 o°, 8o°), l ' inactivation du lysozyme 
en solution 5. diff6rentes concentrations (7oo, 14o et 14 ~g/ml). Au moment  de la lecture 
au photom6tre, les solutions 5. 14o et 5. 700 
gg/ml sont dilu6es au I/IO et 5. 1/5o, de 
telle sorte que t o u s l e s  6chantillons ont 
subi, soit avant,  soit aprSs l ' inactivation, 
la mgme dilution. 

La Fig. I, qui indique sur un mfime 
graphique l'aUure de ces courbes d'inacti- 
rat ion,  montre que: 

I. A 60°: Seule la solution la plus 
dilu6e subit une inactivation. La Fig. I 
ne donne que les r6sultats concernant la 
premiere heure d'inactivation, mais nous 
avons constat6 qu 'au bout de six heures, 
les solutions plus concentr6es gardent leur 
activit~ initiale, alors que pour la solution 5. 
14/~g/ml, cette activit6 est r6duite 5. 90%. 

2. A 80°: Le r61e jou6 par la concen- 
tration est invers6 et, sauf pour le lyso- 
zyme 5. 14 lzg/ml, on observe une pr6cipi- 
tation qui ne nous a pas permis de faire 
des mesures convenables dans le cas de la 
plus forte concentration. 

3. A 7 °0 : La r6action n 'est  de premier 
ordre que dans le cas du lysozyme le plus 
dilu6. Pour les autres concentrations, le 
ph6nom~ne est d'ordre sup6rieur; au d6- 
part  d 'au tant  plus lent que la concentra- 
tion est grande, et 5. la fin d 'au tant  plus 
lent que la concentration est petite. 

c 

) 
8 

/ * 

¢210~ [ : 

t o  ~ 

. w i r a # N - - - . . . ~ -  

0 ~ 30 60 

Fig. I. Inf luence  de la  concen t r a t i on  du  ly sozyme  
sur  son i n a c t i v a t i o n  pa r  la  chaleur .  

A = i n a c t i v a t i o n  ~ 50 ° 
B = i n a c t i v a t i o n  ~ 7 °0 
C = i n a c t i v a t i o n  ~ 8o ° 

• lysozyme 14/~g/ml~ 
O lysozyme  i 4 o / ~ g / m l }  t a m p o n  bora te  p H  7.9 
X lysozyme  7oo /gg /ml  ] 

INFLUENCE DU M n + +  SUR L'INACTIVATION DU LYSOZYME 

Les inactivations ont 6t6 faites k quatre temp6ratures (7 o°, 75 °, 8o °, 9 o°) en 
pr6sence de diff6rentes concentrations de Mn++ (entre o et lO -8 M) sur une solution 
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F i g .  2. I n a c t i v a t i o n  d u  l y s o z y m e  

7 ° °  . 
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F i g .  3. I n a c t i v a t i o n  d u  l y s o z y m e  A 75 °. 
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F i g .  4- I n a c t i v a t i o n  d u  l y s o z y m e  
/L 80  °. 

• M_n++ o;  
O M n  ++ I o  - s  M ;  
[]  M n  ++ IO -4  M ;  
× M n + +  i o  -~ M 
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contenant  14/~g/ml de lysozyme. Les figures 2, 3 et 4 donnent  les r6sultats de ces 
exp6riences aux temp6ratures de 7 o°, 75 o, 80 o. 

D6jk le simple examen des courbes montre  que le Mn++ exeree, ~ toutes les temp6ra- 
tures, une action protectr ice tr~s nette, et d ' a u t a n t  plus marqu6e que la concentrat ion 
en m6tal est plus 61ev6e. Les valeurs des constantes  K de vitesse d ' inact ivat ion,  calcul6es 
d 'apr~s les pentes des droites, appor tent  la confirmation quant i ta t ive  de ces conclusions. 
Elles sont donn6es par  le Tableau I, dans lequel on indique aussi le pourcentage de 
d6naturat ion a t te int  ~t la fin de chaque exp6rience, ce qui, joint au fait que la repr6- 
sentat ion graphique de log Co/C en fonction du temps reste lin6aire, justifie l 'ordre de 
r6action propos6. 

TABLEAU I 
PROTECTION PAR Mn++ DU LYSOZYME SOUMIS ~ DIFI~]~RENTES TEMPJ~RATURES 

Tempdrature Concentration Expgrience ponrsuivie 
d ' i ~ i v a g ~  moll.culail'e jusqu' d u n  #ourcentage K/sec - 1 .  zO s 

de Mn+ + d' inaaivation de : 

7 °0 

75 ° 

80 ° 

9 °0 

o 59 I5.7 
x o - S  35 11.5 
lO-4 34 9.6 
i o  - 2  4 ° 1.5 

o 63 33.4 
Io -6 6o 29.o 
io -4 58 23.5 
l O - 2  44 5.4 
o 6o 8o.6 

IO -s 5 8 69.0 
IO -I 50 53.6 
IO -2 52 IO.2 

O 7 ° 390.O 
10 -2 25 42.2 

En ce qui concerne les concentrat ions plus 61ev6es de lysozyme, on a 6tudi6 l 'act ion 
du Mn++ sur l ' inact ivat ion du lysozyme ~ 14o/~g/ml ~ la temp6rature de 80 °. Les 
temp6ratures  de 60 ° et de 7 °0 ne sont  pas indiqu6es, la premiere parce que le lysozyme 
ne s ' inact ivant  pas sensiblement, m~me en l 'absence de Mn++, l 'act ion de cehfi-ci ne 
peut  ~tre mise en 6vidence, la seconde parce que le ph6nom~ne est plus compliqu6 
qu 'une  simple r6action de premier ordre. Le Tableau I I  montre  que lorsque la con- 
centrat ion en lysozyme passe de 14 ~ 14o/zg/ml, la constante  de vitesse d ' inact ivat ion 
demeure la m~me en pr6sence de Mn++, alors qu'elle passe du simple au double en 
absence de ce m6tal. 

TABLEAU II  
PROTECTION PAR M-t1 + +  DU LYSOZYME I N A C T I V ~  Jk DIFF]~RIgNTES CONCENTRATIONS 

Col~ent.ration K /sw--Z " z °6 
mol~,14 i#e 
de M n + +  L y s o z y ~  Lysosyma 

z 4 ,ug/ml z40 I~g/ml 

o 81 173 
IO -2 I0 I0 

Tempdrature d'inactivation : 80 °. 

Bibliographie p. 2:35. 



VOL. 1 0  (1953) MANGANt~SE ET LA STABILIT]~ DU LYSOZYME I 133  

A titre de comparaison, nous avons d6termin6 l 'action exerc6e pax Ca ++ et Mg++ 
sur l ' inactivation ~ 80 ° d'une solution de lysozyme k 14/zg/ml. Dans le cas de Ca ++ 
on ne trouve qu'une tr~s faible action protectrice, m~me pour une concentration aussi 
grande que M ' I O  - z ,  g c a ' I O  5, : 73. 

RELATION ENTRE CONSTANTE DE VITESSE ET TEMP]~RATURE D'INACTIVATION 

-4 

-3 

La relation entre la vitesse d 'une r6action chimique et la temp6rature ~ laquelle 
elle s'effectue est donn6e par l '6quation : 

E I 
l o g K =  2 .3R T + C  

obtenue par int6gration de l '6quation d'Arrh6nius et dans laquelle: 

K repr6sente la constante de vitesse de r6action, ici r6ac- 
l . f n  tion d'inactivation. 

R la constante des gaz exprim6e en calories par degr~ et 
/ ~ . . / ~  par molecule. 

"[ " 08 7" la temp6rature absolue ~t laquelle s'effectue la r~action. 
C une constante d'int6gration. 
E l'6nergie d'activation, ici l'6nergie n6cessaire ~t une mo- 

16cule de lysozyme enzymatiquement actif pour ~tre susceptible 
de passer "k l '6tat  inactif. 

En repr6sentant donc --- log K e n  fonction de l 'inverse de 
f . --V" ~ .  la temp6rature absolue, on doit obtenir une droite dont la pente 

2a 2~ 3o est 6gale ~t E/2.3 R. Dans la Fig. 5, on a represent6 les quatre 
Fig. 5 droites correspondant aux diff~rentes concentrations de Mn ++ 

A = t a m p o n  (O, IO -s 21I, lO -4 M, lO -2 M). Elles sont sensiblement parall~les, 
B = Mn xo -e M 
C = Mn xo -4 M et la valeur de l'6nergie d 'activation qu'on en d~duit est de 
D = Mn Io-* M 4 2 , 0 0 0  cal/mol. 

La constante C dont l'ordonn6e ~t l'origine des droites donne 
ici la valeur n6gative, vaxie en sens inverse de la concentration en Mn++. 

DISCUSSION 

Les r~sultats obtenus montrent  donc net tement  que Mn++ protege de lysozyme 
contre l ' inactivation irr6versible provoqu~e par  la chaleur. Cette action de Mn ++ ne 
peut pas ~tre consid6r~e cornme une action sp~cifique proprement  dite; d 'autre  m6taux 
(notamment Ca ++) en effet peuvent agir dans le rn~me sens, mais avec une intensit6 
incompaxablement plus petite. 

En passant k une analyse plus pouss~e des r6sultats obtenus, on peut d~duire les 
conclusions suivantes: 

a. les constantes de vitesse d' inactivation sont diff~rentes suivant la concentration 
du Mn++. 

b. les ~nergies d 'act ivat ion sont les m~mes dans tousles  cas. On peut donc admettre  
que, queue que soit la concentration de Mn++, on a affaire k la rn~me r6action d'in- 
activation. 
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Si d 'autre  par t  on suppose qu'il existe une rdaction de dissociation: 

Lysozyme-Mn ~ Lysozyme + Mn ÷+ 

et que, dans nos conditions d'expdriences, le complexe "lysozyme-Mn" n'est  pas sus- 
ceptible de s'inactiver, on peut d6duire que: 

I.  Dans les expdriences en absence de Mn +÷, la constante des mesures d'activitd aux 
temps zdro et t, et d'apr~s la formule log Co/C -~ K t  est la constante r6elle de la rdaction 
d' inactivation. 

2. Dans les expdriences en prdsence de Mn++, cette constante ne peut plus ~tre la 
vraie constante de vitesse d' inactivation. En effet, les concentrations Co et C sont 
chacune somme de deux termes: r u n  constant et dgal ~ la concentration initiale en 
"lysozyme-Mn", l 'autre variable et dgal ~ la concentration en lysozyme dissocid du 
Mn et pas encore inactivd, c'est-~-dire ddpendant ~ la fois du coefficient de dissociation a 
et de la vitesse d' inactivation. Le coefficient de dissociation a diminuant quand la con- 
centration du Mn augmente, il s 'ensuit que la constante de vitesse apparente K diminue 
aussi. 

Les donndes expdrimentales fournies par ce travail  ne sont donc pas en  ddsaccord 
avec l 'hypoth~se que l'effet protecteur de Mn ++ soit dfi ~ la formation d 'un complexe 
avec le lysozyme, stable dans nos conditions d'expdriences. 

D'autre  part ,  si on consid~re les expdriences faites avec des solutions concentrde 
(14o izg/ml) ou dilute (14 tzg/ml) de lysozyme, on peut faire deux remarques: I. Les 
vitesses d ' inactivation sont diffdrentes; 2. suivant la tempdrature (60 ° ou 80 °) le lysozyme 
en solution dilude s ' inactive plus vite ou moins vite qu'en solution concentr6e. On peut 
admet t re  qu'en solution concentrde, le phdnom~ne d' inactivation du lysozyme est plus 
complexe qu'en solution dilude, et que la vitesse qu'on mesure alors, est la rdsultante 
des vitesses d 'au moins deux processus simultands. Suivant la tempdrature, l 'un ou 
l 'autre des phdnom~nes pr6domine et il est mSme possible que r u n  des deux devienne 
ndgligeable (levant l 'autre. Aux tempdratures moins dlevdes (60 °) c'est le phdnom~ne 
d' inactivation proprement dite qui l '~mporte et on constate que les solutions concentrdes 
sont moins inactivdes que les solutions diludes, ce qui est en accord avec ce qu'on sait 
sur la stabilitd ~t la chaleur d'une protdine. Aux tempdratures plus dlevdes (80 °) on observe 
une pr6cipitation du lysozyme en solution concentrde, ce qui sugg~re l 'hypoth~se d 'un 
processus d'aggrdgation des moldcules. Le fair que pour les solutions dilude et con- 
centrde de lysozyme, les constantes de vitesse d ' inactivatiou sont les m6mes en prdsence 
de Mn ++, alors qu'elles sont tr~s diffdrentes en son absence (Tableau II),  sugg~re l'idde 
que l 'action protectrice du Mn++ se manifeste aussi en supprimant  la rdaction d'aggrdga- 
tion des moldcules, qu'on suppose exister en l 'absence de Mn++ et qui est fonction de la 
concentration de lysozyme. 

R~SUM~ 

Nous avons dtudid, ~t des tempdratures variant entre 6o ° et 9 o°, Finactivation par la chaleur 
du lysozyme en solution ~t pH 7.9- 

Pour des solutions diludes, la cindtique de la rdaction est ceUe d'une rdaction de premier ordre. 
Le Mn ++ diminue d'autant plus la vitesse d'inactivation que la concentration en mdtal est grande, 
l'dnergie d'activation de la rdaction restant cependant la m~me. 

Dans tousles cas on a a~ai~ ~t rinactivation du lysozyme dissocid du Mn +÷, le complexe 
"lysozyme-Mn" restant stable da~s nos conditions d'expdriences. Les variations qu'on observe dans 
les vitesses d'inactivation en prdsence de Mn++ sont dues ~t l'intervention d'un facteur dtranger 
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la  d d n a t u r a t i o n  p r o p r e m e n t  dire qui  es t  le coefficient de dissocia t ion du  eomplexe  "lysozyme-Mn'" 
e t  qui  ddpend  de la concen t r a t i on  en mdta l .  

P o u r  des  so lu t ions  concent rdes  de  lysozyme,  la rdact ion d ' i n a c t i v a t i o n  es t  p lus  complexe  ma i s  
l ' inf luence de Mn++ res te  la m~me.  

S U M M A R Y  

The  inac t iva t i on  by  h e a t  of l y sozyme  in solut ion a t  p H  7.9 was  s tud ied  a t  t e m p e r a t u r e s  v a r y i n g  
be tween  60 ° a n d  9 °0 . 

I n  di lu te  so lu t ions  t he  k inet ic  behav i ou r  is t h a t  of a first  order  react ion.  The  Mn  ++ d imin i shes  
t h e  r a t e  of  i nac t iva t i on  as  t he  concen t r a t i on  of t h e  me t a l  ion increases,  however  t he  a c t i v a t i o n  
ene rgy  of t he  reac t ion  r e m a i n s  t h e  same.  

I n  eve ry  case we were concerned  wi th  t he  inac t iva t ion  of l y sozyme  dissocia ted  f rom Mn ++, 
t he  " l y s o z y m e - M n "  complex  r ema i n i ng  s table  in our  e x p e r i m e n t a l  condi t ions .  The  va r i a t ions  obse rved  
in t h e  ra te  of i nac t iva t ion  in t h e  presence  of M n  ++ are  due  to  t he  i n t e r v e n t i o n  of a fac tor  foreign 
to  t h e  d e n a t u r a t i o n  itself, wh ich  is t h e  coefficient of dissociat ion of t h e  "'lysozyme-Mn" complex ,  
a n d  wh ich  depends  on t he  me t a l  ion concen t ra t ion .  

I n  t he  case of concen t r a t ed  solu t ions  of lysozyme,  t he  inac t iva t ion  reac t ion  is more  compl ica ted  
b u t  t he  inf luence of Mn ++ r ema i ns  t he  same.  

Z U S A M M E N F A S S U N G  

Wir haben im Temperaturbereich yon 60 ° bis 9 °0 die Inaktivierung des Lysozyms durch die 
W~irme bei pH 7.9 untersucht. 

Fiir verdiinnte L6sungen ist die Kinetik die einer Reaktion ersten Grades. Das Ion Mn ++ 
vermindert die Geschwindigkeit der Inaktivierung in einem um so gr~sseren Verhiiltnis je stgxker 
die Konzentration des MetaUes erhSht ist, dagegen bleibt die Aktivierungsenergie der Reaktion 
die Gleiche. 

In allen FAllen hat man es mit der Inaktivierung des vom MR++ dissozierten Lysozyms zu tun. 
Der Komplex "Lysozym-Mn" bleibt unter unseren Versuchsbedingungen stabil. Die Ver~nderungen 
welche man in den Geschwindigkeiten der Inaktivierung des Lysozyms in Gegenwart yon bln++ 
beobachtet, sind dem Hinzutreten eines Faktors zuzuschreiben der selbst nicht an der Denatnrierung 
teilnimmt und welcher der Dissociationskoeffizient des Komplexes "Lysozym-Mn" ist, der vonder 
Konzentration des MetaUes abh~ngt. 

Fiir konzentrierte Lysozyrnsl~sungen ist die Inaktivierungsreaktion komplizierter, aber der 
Einfluss des Mn ++ ist der gleiche. 
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