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resu l t s  are l is ted in Table  I a long  wi th  those  ob ta ined  when  t he  de t e rmina t i on  was  carr ied ou t  
w i t h o u t  th i s  p r e l im ina ry  incuba t ion .  

T A B L E  I 

DECOMPOSITION OF F A D  IN COW AND SOW BLOOD 

Period o[ incubation O~ uptake in ~l/o. 5 It 
of blood and FAD ( h) Sow blood Cow blood 

o.o 76.0 78-5 82.5 79.0 
0-5 4.5 5 .8 3.9 3 .2 
1.5 - -  - -  1. 5 2.1 

F r o m  the  figures l is ted in Table  I it  is a p p a r e n t  t h a t  in vitro, u n c o m b i n e d  F A D  is rap id ly  des t royed  
bo th  in cow and  sow blood. The  comple te  absence  of free F A D  c a n n o t  however  be a s sumed ,  for 
a l t h o u g h  no free F A D  was  de tec ted  by  enzymi c  a s say  of 2 ml  s amples  of blood f rom bo th  species, 
t h e  m e t h o d ,  unde r  t he  p re sen t  condi t ions ,  could be expec ted  to de tec t  only  a m o u n t s  g rea te r  t h a n  
o .o2/zg/ml .  The  presence of F A D  a t  concen t ra t ions  cons iderab ly  less t h a n  th i s  could eas i ly  a ccoun t  
for t h e  a m o u n t  found  free in sow milk,  a n d  for a s u b s t a n t i a l  pa r t  of t h e  r iboflavin of cow milk.  
A l t h o u g h  free F A D  was  no t  de tec ted  in fresh blood, s amples  a s s ayed  af te r  being hea t ed  a t  95 ° C 
for 3 m in  yie lded u p t a k e s  of o x y g e n  equ iva len t  to  F A D  concen t ra t ions  of 0.43 and  0.63 # g / m l  in  
cow and  sow blood respect ively.  These  figures p r e s u m a b l y  represen t  the  concen t ra t ions  of F A D  
combined  wi th  protein,  a n d  are  in a g r e e m e n t  wi th  the  va lues  repor ted  for ox blood by  OCHOA AND 
ROSSITER 3. No a t t e m p t  has  ye t  been m a d e  to charac te r i se  fu r the r  t he  combined  F A D  f rom e i ther  
source  a l t h o u g h  it  appea r s  unl ike ly  t h a t  e i ther  con ta ins  x a n t h i n e  oxidase  ac t iv i ty .  Th i s  be ing  so, 
t he  x a n t h i n e  oxidase  of cow mi lk  would  appea r  to  arise by  e labora t ion  of t he  blood f lavoprote ins  
wi th in  t he  m a m m a r y  g land  du r i ng  lac ta t ion ,  while sow blood, con ta in ing  a s imilar  concen t r a t ion  
of f lavoproteins ,  is no t  s imi la r ly  conver ted .  

The  a u t h o r s  t h a n k  Miss F. KENNEDY and  Miss M. LIGHTBODY for the i r  technica l  ass is tance ,  
a n d  t he  Ve te r ina ry  Inves t i ga t i on  Officers of  t he  W e s t  of  Scot land Agr icu l tu ra l  College for the i r  
help in ob t a in ing  s amp le s  of sow milk.  
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Sur les interactions de la lipase pancr~atique avec les triglyc~rides 
D'apr~s  WILLSTAETTER ET WALDSCHMIDT-LEITZ l, la l ipase panc r~a t ique  en  so lu t ion  aqueuse  
s ' adso rbe  pa r t i e l l emen t  su r  une  fine d ispers ion de tr is tCarine et  se laisse ensu i te  ~luer pa r  le phos-  
p h a t e  d ' a m m o n i u m .  Ce ph~nom~ne  es t  in t~ressan t  car  il p e u t  serv i r  ~ purif ier  la l ipase et  ~ m i e u x  
c o m p r e n d r e  ses in te rac t ions  spCcifiques avec  des s u b s t r a t s  insolubles  dans  l 'eau.  

Des essais  d ' a d s o r p t i o n  on t  ~t~ effectu~s avec  une  prCpara t ion  purifiCe de l ipase (prepara t ion  
C s* de no t re  pr~c~dente  publicat ion~).  3oo m g  de t r i s t~ar ine  en poudre  on t  ~t~ agit~s chaquefois  

* Cet te  p r epa ra t i on  es t  ob t enue  en prCcipi tant  2 lois p a r  Am2SO 4 u n  ex t r a i t  a q u e u x  de pan-  
cr~at ine  de porc.  
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pendant  quelques minutes  ~ 4-5 ° d a n s  5 ml d 'une solution aqueuse contenant  20 mg de prot~ines 
et 3oo unitds-lipase. L'activit6-1ipase et les prot6ines res tant  en solution g la fin des essais ont  6t6 
dos6es de la faqon habituelle ~. Les r6sultats sont  donnds dans le Tableau I. 

T A B L E A U  I 

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

Chaque essai est r6alis6 dans un t ampon  0.o2 M. Ce t am pon  est de l 'ac6tate entre p H  4.8 et 5.8, 
du phospha te  ~ p H  7.0 et du v6ronal g p H  8.o. 

pH 4 .8 5.3 5 .8 7 .o 8.0 
o/  Lipase adsorb6e (/o) 47 .o 4o.5 37.5 33.o 29.o 

Prot6ines adsorb6es ( % )  23.7 i i .2 4.6 3.8 3.0 

Les chiffres du Tableau I mon t ren t  que la trist6arine fixe effectivement une part ie de la lipase. Une 
part ie  des prot6ines qui accompagnent  la lipase dans la pr6parat ion C 2 est 6galement adsorb6e. 
L 'adsorp t ion  non-sp6cifiqne de ces prot6ines diminue beaucoup quand  le p H  s'61~ve. Tout  semble 
donc se passer  comme si elle r~sultait de forces 61ectrostatiques, les particules de trist~arine 6tant  
chargdes n6gat ivement  et fonct ionnant  en 6changeurs de cations. Mais l 'adsorpt ion de la lipase, 
dont  la charge net te  est n6gative au-dessus de p H  5 .5  , ne peut  pas ~tre expliqu6e par  un 6change 
d'ions de ce type.  I1 vau t  mieux l ' a t t r ibner  jusqu '~  plus ample informd aux interactions sp6cifiques 
exis tant  entre un enzyme et son subs t ra t .  

Le rendement  de l 'adsorpt ion de la lipase sur  la trist~arine est d'ailleurs mauvais .  Nous  
n ' avons  pas pu  l'amdliorer, m~me en augmen tan t  la surface utile de l ' adsorbant  par  divers arti- 
fices**. De plus, cont ra i rement  aux assertions d e  % V I L L S T A E T T E R  E T  \¥ALDSCHMIDT-LEITZ, 
l '6lution ult6rieure de la lipase se fait tr~s real. Le rendement  de cette 61ution est infdrieur £ 5 % 
quand  on utilise diverses solutions salines de force ionique et de p H  variSs. I1 ne d6passe pas 15 o/ /o 
avec des solutions dilu6es d '6thanol  (dont le pouvoir  dissociant vis ~ vis des complexes lipidiques 
est pou r t an t  bien connu) et des solutions aqueuses  satur6es en chloroforme ou en oxyde d'6thyle. 

L 'emploi  d 'une  6mulsion d'huile £ la place de trist6arine semble presenter  deux avantages:  
(a) L 'adsorpt ion  doit ~tre am61iorde car la lipase poss~de une plus grande affinit~ pour  les glyc~rides 
liquides. (b) L'61ution peut  ~tre recherchde en dissolvant ces glyc6rides £ une temp6ra ture  relative- 
ment  basse dans un solvent convenable non-miscible ~ l 'eau. Par  contre, l 'obligation oh l 'on est de 
centrifuger l '6mulsion k un m om en t  donnd pour  s6parer sa phase aqueuse,  exige que les globules de 
cette 6mulsion aient un diam~tre g peu pr6s uniforme et proche d 'une valeur op t imum.  Si les 
globules sont  t rop gros, l 'adsorpt ion se fait real et l '6mulsion casse pendant  la centrifugation. S'ils 
sont  t rop petits,  une part ie reste dans la phase aqueuse sous forme d 'un  fin brouillard et cette 
phase conserve fict ivement une activitd-lipase qui appar t ien t  en fair aux globules. Par  suite de leur 
finesse m~me, qui augmente  consid6rablement leur surface, ces globules peuvent  contenir  une 
propor t ion  tr~s appr6ciable de la lipase. Le diam~tre des globules dolt ~tre compris entre 4 et 8 # 
dans nos conditions exp~rimentales (stabilisation de l '6mulsion par  du Rhodoviol  HS ioo***; 
champ centrifuge de 4,ooo g). 

A l'aide d 'un  mixer  ~ lames tournantes ,  on ~mulsifie pendant  quelques minutes  IO g d'huile 
d'olive neutre  dans zoo ml d 'un  t am pon  acdtate o.o 4 M g p H  5.8 contenant  o.i % de Rhodoviol 
HS IOO. On ajoute i ml de la solution de lipase (contenant  3 o mg de prot~ines et 45 o unit6s) g 5 ml 
de l '6mulsion. On agite doucement  ~ 4 °o pendant  5 min et on centrifuge ~ 4,000 g pendant  15 min. 
Les couches inf6rieures de la phase aqueuse sont  par fa i tement  claires. On en pr61~ve une part ie 
l 'aide d 'une seringue et on constate  qu'elles sont  compl~tement  d6pourvues d'activit6-1ipase. La 
quasi-totalit6 de l 'activit6 se re t rouve dans la cr~me surnageante.  La phase aqueuse renferme 
88-9o % des prot6ines de la preparat ion.  On soutire cette phase /t l 'aide d 'une seringue et on la 
remplace par  une solution de NaC1 £ 15 %. Apr~s agitat ion et centrifugation, on constate que la 
nouvelle phase aqueuse est, comme la premiere, to ta lement  ddpourvue d'activitd. L'6mulsion peut  
6tre ainsi lav6e plusieurs fois. Mais, quand  on ajoute un peu d 'oxyde  d'~thyte d6peroxyd~, l '6mul- 
sion casse aussit6t.  La lipase passe alors int6gralement dans l 'eau. L'exp6rience est donc rdversible. 
Mise en prdsence d 'une  6mulsion de triglyc6rides, la lipase abandonne  la phase aqueuse et vient se 
fixer solidement ~ l 'interface. Elle regagne la phase aqueuse d~s que l '6mulsion disparait. 

La fixation de la lipase g l ' interface correspond vra isemblablement  ~ la formation banale du 

* L'61ectrophor~se sur  papier  indique que le point  iso61ectrique de la lipase est voisin de 5.5  

dans un t a m p o n  ac6tate M/2o 2. 
* * En fixant par  exemple une mince pellicule de trist6arine sur de t 'hyflosupercel silicond. 

*** Le Rhodoviol  HS ioo est tin alcool polyvinylique fabriqu6 par  Rh6ne-Poulenc, rue Jean 
Goujon, Paris. 
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complexe  e n z y m e - s u b s t r a t .  Mais le fait  que  dans  le cas  p r6sen t  le s u b s t r a t  soit  insoluble,  nous  
sugg~re les que lques  r e m a r q u e s  s n i v a n t e s :  (a) Si, c o m m e  t o u t  semble  l ' ind iquer  2, la l ipase es t  une  
prot6ine c o m m e  les au t r e s  enzymes ,  ce t te  prot6ine doit  avoi r  une  s t r uc tu r e  sp6ciale p e r m e t t a n t  
l%tab l i s sement  de fortes  in te rac t ions  ~ l ' in terface.  (b) L ' ex i s t ence  d ' i n t e r ac t ions  in vitro laisse 
d ' a u t r e  p a r t  suppose r  que  la l ipase se fixe dga lemen t  dans  l ' in tes t in  sur  l 'Smuls ion glyc~ridique en 
cours  de digest ion.  Si, c o m m e  le v e u t  la th~orie de la r6sorpt ion par t icula i re  3, les globules  de l '6mul-  
sion son t  capables  de t r ave r se r  la m u q u e u s e ,  il est  concevable  que  la l ipase les suive  et  soit  pa r  
c o n s e q u e n t  responsable  de la r e syn th~se  des t r iglyc6rides dans  cet te  m u q u e u s e .  (c) Enfin,  la pr6- 
sence p e r m a n e n t e  de la l ipase A l ' in ter face  nous  aide A comprendre  c o m m e n t  l ' enzyme  r6ussit ,  
malgrd  sa solubili td dans  l 'eau,  A hydro lyse r  r a p i d e m e n t  les t r iglyc6rides s ans  qu ' i l  soi t  n6cessaire 
d ' ag i t e r  l '6muls ion .  Nos essais  ac tue ls  de pur i f icat ion m o n t r e n t  que le " t u r n o v e r "  de l ' enzyme  
37 ~ et p H  8.0 est  c e r t a i n e m e n t  supdr ieur  ~ IO lois son poids moldculaire.  I1 sera i t  difficile d ' a d m e t t r e  
q u ' u n  n o m b r e  auss i  consid6rable  de mol6cules  de t r iglycdrides puisse  8tre hydro lys6  pa r  m i n u t e  
si l ' h a b i t a t  n o r m a l  de ia l ipase dtai t  l ' eau et  si l ' enzyme  6tai t  obligd de veni r  se fixer ~ l ' in ter face  

c h a q u e  cycle rdact ionnel .  
D ' a u t r e s  e n z y m e s  l ipolyt iques  d 'a i l leurs  pa ra i s sen t  capables  de qu i t t e r  la phase  aqueuse  en 

c o n t r a c t a n t  des associa t ions  spdcifiques avec  leurs s u b s t r a t s  insolubles.  Le fac teur  clar if iant  du 
s6 rum par  exemple  4,~ se fixe sur  les chylomicrons .  Le c o m p o r t e m e n t  exac t  de la p h o s p h a t i d a s e  A 
du panc r6as  vis  Av i s  des phospha t i de s  en  ~muls ion  n ' e s t  pas  connu .  Mais il semble  que  les in ter-  
ac t ions  soient  dans  ce cas pa r t i cu l i~ rement  fortes,  pu i sque  l ' enzyme  a c c o m p a g n e  les phospha t i de s  
dans  l ' oxyde  d '6 thy le  et  pou r su i t  leur hydro lyse  au  sein du  so lvan t  s. Nous  pour r ions  donc  bien 
nous  t r ouve r  d e v a n t  un  m6canisn le  g~n~ral, carac t6r i s t ique  de la b iochimie  des lipides et  compen -  
s an t  dans  une  cer ta ine  m e s u r e  l ' insolubil i t6 g~nante  de ces subs t ances  dans  l 'eau.  

No tons  pour  t e rmine r  que  la f ixat ion de la l ipase sur  les globules  gras  es t  m a x i m u m  ~ un  p H  
(pH 5.8) o~ la v i tesse  de la l ipolyse p r o p r e m e n t  dite es t  nulle. Au p H  hab i tue l  de la l ipolyse 
(pH 8.o) la f ixat ion sur  l '6muls ion  (ainsi d 'a i l leurs  que  sur  la t r i s t6ar ine  (Tableau I)) es t  moins  
in tense .  Une  6muls ion  sa tu r6e  en l ipase ~ p H  5.8 a b a n d o n n e / t  peu pros IO % de son act ivi t6  q u a n d  
elle es t  lav6e pa r  un  t a m p o n / ~  p H  8.o. I1 es t  donc vra i semblab le  que  l 'affinit6 de la lipase pour  les 
t r iglyc6rides  es t  p lus  g rande  en mil ieu acide, ma i s  que  le complexe  l ipase- t r iglyc6rides  se d6compose  
p lus  v i te  en  mil ieu alcalin,  gr~,ce pa r  exemple  ~ la fo rma t ion  t rans i to i re  d ' u n  d6riv6 acyM de l 'en-  
zyme,  s p o n t a n 6 m e n t  hyd ro lysab l e  au -des sus  de p H  7. 
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Thaw rigor and the delta state of muscle 

An isolated musc le  fibre, s t i m u l a t e d  to sho r t en  by  more  t h a n  a b o u t  one th i rd  of i ts  ini t ial  length ,  
en te r s  t he  "de l t a  s t a t e " ;  it  does no t  r e tu rn  s p o n t a n e o u s l y  to its original  length ,  and  af ter  be ing  
re -ex tended ,  exer t s  less t h a n  t he  n o r m a l  i somet r ic  t ens ion  on s t imu la t i on  1. I so la ted  musc les  
sho r t en  revers ib ly  by  up  to a b o u t  50% w h e n  s t imu la t ed ,  and  by  up to a t  least  70% when  pas s ing  
in to  t h e  de l ta  s t a t e  2. I t  h a s  been suggested2,  3 t h a t  i r revers ibi l i ty  in t he  del ta  s t a t e  is due  to the  
r u p t u r e  or t ea r ing  of t r an sve r se  c o m p o n e n t s  of t he  sa rco lemma.  

W e  h a v e  recen t ly  e x a m i n e d  cer ta in  fea tu res  of " t h a w  r igor",  t he  e x t r e m e  sho r t en ing  which  
occurs  du r ing  t he  t h a w i n g  of an  isolated musc le  p rev ious ly  f rozen before t he  onse t  of rigor morr is  4, 5. 
I t  is t he  pu rpose  of th i s  no te  to sugges t  a s imi la r i ty  be tween  t h a w - s h o r t e n e d  musc le  and  musc le  in 
t h e  de l ta  s t a te .  

St r ips  of l a m b  long i s s imus  dorsi  muscle ,  a b o u t  5 cm  in l eng th  (along t he  fibre axis) and  
o .25-o.5  sq . cm in cross-sect ion,  were placed in glass tubes  and  qu ick ly  frozen in solid ca rbon  
dioxide a n d  alcohol ( - -70° ) .  Af te r  a t  leas t  an  hou r  t h e y  were r emoved  f rom the  t u b e s  a n d  t h a w e d  
on a glazed plate .  The  l eng th  a n d  weight  of each  s t r ip  were recorded before t h a w i n g  c o m m e n c e d  
a n d  aga in  a f te r  all phys ica l  changes  were comple te .  Shor t en ing  va lues  of o - 8 0 %  of t he  ini t ial  l eng th  


