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L'hydroxylamine est consid6r6e comme un des interm6diaires de la r6duction du 
nitrate en ammoniaque 1, 2,s et son m6tabolisme pr6sente, de ce fait, un grand int6rSt 
pour le m6tabolisme de l 'azote inorganique en g~n6ral: 

Les premieres 6tudes sur la r6duction de l 'hydroxylamine par des suspensions 
bact6riennes non-prolif6rantes sont celles d'AUBEL 4 et de WOODS s, qui ont montr6 
que cette r~action est effectu~e par Clostridium welchii et par Escherichia coli, aux 
d~pens soit d 'un donateur organique d'hydrog~ne, soit de l'hydrog~ne mol6culaire 
activ6 par l 'hydrog6nase de ces microorganismes. 

Etudiant  une souche d'E. coli dont STICKLAND 6 avait  d6j~. observ6 que, sous 
atmosphere d'hydrog~ne, elle ne r6duit pas le nitrate au delk du stade nitrite, 
LASCELLES ET STILL ? ont constat6 que ces bact6ries deviennent capables de r6duire 
le nitrite et l 'hydroxylamine en ammoniaque lorsqu'on leur ajoute un transporteur 
artificiel d'hydrog~ne. D'autre  part,  l 'ind6pendance relative des diff6rentes 6tapes 
enzymatiques parcourues par l 'azote min6ral pendant sa r6duction en ammoniaque 
a 6t6 soulign6e par les observations de LEMOIGNE, DE SOMER ET CROSON 8 sur une 
souche de Bacillus megatherium qui, en ana6robiose et en pr6sence de glucose, r6duit  
le nitrite et l 'hydroxylamine,  mais est inactive k l'6gard du nitrate. 

Au cours de ces derni~res ann6es, la nature des syst~mes enzymatiques qui r6- 
duisent l 'hydroxylamine a fait l 'objet de plusieurs t ravaux importants.  TANIGUCHI 
et al. 9 ont extrait  des cellules de Baaillus pumilis une hydroxylamine-r6ductase 
sp6cifique, coupl~e avec la formico-d6shydrog6nase. Peu apr~s, KLAUSMEIER ET 
BARD 1° ont extrait de Bacillus subtilis un enzyme qui r6duit l 'hydroxylamine aux 
d~pens des pyridine-nucl6otides. Ayant observ6 que leurs pr6parations r6duisent le 
coenzyme I (DPN) en pr6sence d 'ammoniaque,  ces auteurs pensaient avoir d6montr6 
la r6versibilit6 de la r6action et avaient, de ce fait, d6crit leur enzyme sous le nora 
d '"ammonium-d6shydrog6nase".  Mais Roussos  et al. n ont r6cemment montr6 que 
cette r6oxydation du nucl6otide par l 'ammoniaque est, en r6alit6, un artefact  non- 
enzymatique et que l 'enzyme de B. subtilis fonctionne seulement comme hydroxyl-  
amine-r6ductase. Une autre hydroxylamine-r6ductase a r6cemment 6t6 purifi~e 
partir  des cellules de Nvurospora crassa par ZUCKER ET NASON TM, qui ont 6tudi6 cet 
enzyme d'une facon d6taill6e et ont 6tabli sa nature flavo-prot6ique. 

D'autre  part,  plusieurs auteurs ont publi6 des observations tendant k 6tablir un 
lien fonctionnel entre les cytochromes bact6riens et la r6duction de l 'azote min6ral. 
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C ' e s t  a i n s i  q u e  SATO ET EGAMI ~s, VERNON 14, e t  VERHOEVEN ET TAKEDA is o n t  m i s  e n  

6 v i d e n c e  c h e z  E. coli, Micrococcus denitrificans e t  d i f f 6 r e n t s  Pseudomonas d e s  c y t o -  

c h r o m e s  b, b~ e t  c, q u i  s o n t  r 6 0 x y d 6 s  p a r  le  n i t r a t e ,  p a r  le  n i t r i t e  o u  p a r  l ' h y d r o x y l -  

a m i n e .  

L e  p r e s e n t  t r a v a i l  e s t  c o n s a c r 6  k l a  r 6 d u c t i o n  d e  l ' h y d r o x y l a m i n e  p a r  l e s  b a c t 6 r i e s  

s u l f a t o - r 6 d u c t r i c e s  (Desul/ovibrio desul/uricans), o r g a n i s m e s  d o n t  o n  a d 6 j ~  i n d i q u 6  

b r i ~ v e m e n t ,  d a n s  u n e  n o t e  a n t ~ r i e u r e  TM, q u ' i l s  r 6 d n i s e n t  N H ~ O H  e n  u t i l i s a n t ,  c o m m e  

s o u r c e  d ' 6 n e r g i e  e t  c o m m e  d o n a t e u r  d ' 6 1 e c t r o n s ,  l ' h y d r o g ~ n e  m o l 6 c u l a i r e .  

MATERIEL ET METHODES 

Souches bact~riennes et techniques de culture 
Au cours  de ce t te  6rude, on a employ6 cinq souches  pu re s  de Desul[ovibrio desulfuricans, 

don t  t r o i s  non-ha lophi les :  GAZ 54, E s sex  (NCIB 8390 ) et  ATCC 7757, et  deux  halophi les :  Caner  
41 (NCIB 8393) et  E1 Aghei la  Z (NCIB 8380). Ces diff6rentes souches  on t  6t6 conserv6es  depuis  
leur i so lemen t  et  on t  6t6 cul t iv6es  dans  le mil ieu su ivan t ,  off la source  min~rale  d ' azo te  es t  le 
ch lo ru re  d ' a m m o n i u m  : 

C1NH4: 2 . o g ;  SO4Mg, 7 HzO:  2 . o g ;  SO4Naz: I o . o g ;  PO4HK~:  I . o g ;  l ac ta te  de soude :  
20.0 g; ex t r a i t  de levure  (Difco) : 5.o g; CIrCa, 2 HzO:  o.05 g; C1Na (pour les souches  halophiles)  : 
20.0 g; eau distillde: I l i tre;  p H :  7.0. 

Les  cu l tu res  des t in6es  A la p r epa ra t i on  des ex t r a i t s  on t  6t6 r6alis6es en  e n s e m e n q a n t  mass ive -  
men t ,  avec  i l i tre d ' u n e  cu l tu re  sous  v ide  Ag6e de 36 ~ 48 h, io  1 de mil ieu f rMchemen t  stdrilis6. 
Les  su l fures  con t enus  dans  l ' i nocu l um suff isent  ~ rendre  le mil ieu fo r t emen t  r6duc teu r  et  a s su r en t  
l 'ana6robiose,  s ans  au t r e  p r6cau t ion  que  de fe rmer  le r6cipient  avec  u n  bouchon  en caoutchouc .  

Les  bact6r ies  on t  s y s t 6 m a t i q u e m e n t  6t6 rdcolt~es pa r  cen t r i fuga t ion  (Sharpies) apr~s 48 h 
de ddve loppemen t  g 32°, et  lav6es ~ deux  reprises  avec  de l ' eau  distil16e ou, dans  le cas  des 
souches  halophi les ,  avec  une  solut ion de C1Na g 2 %. 

Prdparation des extraits 
On a d ' abo rd  employ6 l ' ex t r ac t i on  des cellules pa r  les u l t ra -sons ,  dans  des  condi t ions  sem-  

blables  A celles que  MILLET 1~ a uti l is6es pour  ex t ra i re  la sul f i te- r6ductase  du  mSme  o rgan i sme :  
5 ° m l  de su spens ion  bac t6r ienne ,  c o n t e n a n t  I A 2 g de cellules (poids sec), son t  t ra i t6s  pa r  les 
u l t r a - sons  (420 kc, 45 min) sous  a t m o s p h e r e  d 'hydrog~ne ,  en  pr6sence de SO,Nag (0. 5 %), dans  
u n  disposi t i f  TM m u n i  d ' u n e  c i rcula t ion  d 'eau ,  de fa~on ~ ~viter  q u ' a u  cours  du t r a i t e m e n t  la t e m -  
p6ra tu re  ne  s'61~ve au -des sus  de 20 °. 

Pa r  la suite,  on a 6ga lemen t  employ6 l ' au to lyse  en mil ieu aqueux ,  p e n d a n t  3 h, des  cellules 
p r6a l ab lemen t  dess~ch6es sous  vide, l ' ex t r ac t i on  aqueuse  des  poudres  ac6toniques ,  le t r a i t e m e n t  
pa r  le to luene  (2 %) g 320 p e n d a n t  12 h TM et  enfin le b royage  des cellules pa r  la poudre  de q u a r t z  

o °, dans  les condi t ions  indiqu~es  pa r  MclLwAIN ~°. 
Les  ex t r a i t s  son t  s6par6s des d6bris  cellulaires pa r  cen t r i fuga t ion  (26,000 g; + 4°;  15 min)  

et, s au l  dans  les cas  qui  se ron t  pr6cis6s u l t6 r ieurement ,  employ6s  sans  purif icat ion.  Leu r  conse rva-  
t ion  ~ - -  I5°C p e n d a n t  p lus  d ' u n  mois  ne  s ' a c c o m p a g n e  d ' a u c u n e  per te  d 'act ivi t6 .  

Mesure de l'activitd 
L'ac t iv i t6  des  suspens ions  non-pro l i f6ran tes  et  des ex t r a i t s  a 6t6 mesur6e  pa r  la m6 thode  

m a n o m 6 t r i q u e  de W a r b u r g ,  d a n s  les condi t ions  g~n6rales su ivan t e s :  phase  gazeuse :  H~ purifi6 
pa r  pa s sage  su r  de la t o u r n u r e  de cuivre  chauff6e au  rouge;  t: 37°;  t a m p o n  p h o s p h a t i q u e  M]I5: 
i cm3; vo lume  to ta l  de la phase  l iquide:  3.0 c m  3. Pour  des  ra isons  qui  se ron t  expos6es p lus  loin, 
l ' ac t iv i t6  des  ex t r a i t s  es t  s y s t 6 m a t i q u e m e n t  mesur6e  en pr6sence  de 2 o / z M  de ch lo rhydra t e  de 
cys t6 ine  neutra l is6 .  

Les  t a u x  d ' ac t iv i t6  son t  expr im6s  en m m  s d 'H~ c o n s o m m 6 s  (--QH,) pa r  heu re  et  pa r  m g  
(poids sec) de bact6r ies  ou, dans  le cas  des  ex t ra i t s ,  pa r  m g  d ' azo te  prot~ique total .  

Techniques analytiques 
Les  densi t6s  bac t6r iennes  des  suspens ions  on t  6t6 d~termin6es  A l 'a ide du photocolor im~tre  

de Ble t  e t  expr im~es  en m g  de bact6r ies  (poids sec) pa r  cm  ~. L ' h y d r o x y l a m i n e  a 6t6 dos6e pa r  ta 
t e chn ique  d'ENDRES ET KAUFMANN 21 et  l ' a m m o n i a q u e  pa r  la m6 thode  de CONWAY 2~. La  t e n e u r  
des  ex t ra i t s  en azote  pro t6 ique  a 6t6 d6termin6e  pa r  micro-Kje ldahl .  
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R]~SULTATS EXPI~RIMENTAUX 

I. Activit~ des suspensions bact~riennes 

Lorsqu'etles ont  6t6 cultiv4es en milieu oh la seule source min6rale d 'azote  est 
le chlorure d ' ammonium,  les cellules des cinq souches de D. desul[uricans 6tudi4es 
r6duisent l 'hydroxylamine  en ammoniaque  aux d6pens de l 'hydrog~ne mol4culaire, 
par  un processus li~ k l 'activit4 hydrog4nasique. Ces cellules r4duisent 4galement le 
nitrite, mais sont enti~rement inactives ~t l '6gard du nitrate. Cependant,  on a constat4 
que si les cultures sont effectu6es dans un milieu contenant  o.05 % de NOsK, certaines 
souches acqui~rent une nitrate-r6ductase adapta t ive  dont l '4tude fera l 'objet  d 'une  
publication ult4rieure. 

En pr6sence de NH2OH, les - -Q~ ,  des diff6rentes souches (Tableau I) sont 
sensiblement 4gaux ~t ceux qu 'on  relive pour le sulfate. Ils sont, par  contre, tr~s 
inf6rieurs ~t ceux de l 'activit6 hydrog4nasique mesur4e darts des syst&mes oft l 'accep- 
teur  d 'hydrog~ne est un indicateur color4 d 'oxydo-r6duction.  C'est ainsi que, pour  
la souche GAZ 54, les --QH, moyens  en pr4sence de NH2OH, SO4Na~, bleu de 
m6thyl~ne et benzyl-viologbne ont respectivement les valeurs suivantes:  95, ioo, 

5,95o et 6,ooo. 
TABLEAU I 

ACTIVIT]~ DES BACTI~RIES ENTIi~RES ET DES EXTRAITS 

--(2n~ 

Bactdries entiOres 
Souche GAZ 54 (non-halophile) 95 

Essex (non-halophile) 193 
ATCC 7757 (non-halophile) 145 
Canet 41 (halophile) 20o 
E1 Agheila Z (halophile) 29 

Extraits de la souche GAZ 54 
Ultra-sons 188 
Toluene 170 
Autolyse des bact4ries s4ch4es i io  
Extraction de poudre ac6tonique 61 
Broyage par la poudre de quartz o 

Conditions expdrimentales: bactdries cultivdes sur milieu au chlorure d'ammonium; NH~OH: 
5 /zM par manom~tre; phase gazeuse: Ha; temp4rature: 37°C; tampon phosphate, pH 7.o; 
activit6s exprim6es en mm a d'H 2 consomm6s (--QH,) par heure et par mg de bact4ries (poids sec) 
ou, dans le cas des extraits, par mg d'azote protdique. 

La  souche E1 Agheila Z se distingue des autres par  sa faible activit6 hydrog6nasi- 
que (--QH, ---- 2o0). EUe est corr61ativement tr~s peu active k l '~gard de l 'hydroxyl-  
amine (--QH, = 29). 

L 'act ivi t*  des cellules de la souche GAZ 54 pr6sente une particularit6 int6res- 
sante. Sur les courbes manom4tr iques repr6sentant la consommation de l 'hydrogSne 
en fonction du temps (Fig. i) ,  on constate que la vitesse de la r6action diminue 
progressivement au fur et ~t mesure que l 'hydroxylamine  est r4duite, alors que la 
vitesse, avec les cellules des autres souches, comme par  exemple Caner 41, demeure 
constante  jusqu'~t l '4puisement complet  du substrat .  Ce comportement ,  qui est 
part iculier  k l ' hydroxylamine  et ne s 'observe pas avec le nitrite, n 'es t  pas dfi ~t une 
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inhibition par  le substrat  ou par  les produits du m6tabolisme. I1 est, par  contre, lid 
l 'int6grit6 de la structure cellulaire. En  effet, dans le cas des extraits provenant  de 

la m6me souche, la vitesse de consommation de l 'hydrog~ne en pr6sence de NH~OH 
demeure constante jusqu'k l '6puisement complet  du substrat .  

L 'analyse des courbes de la Fig. I montre  que la r6duction de l 'hydroxylamine  
par  les baet6ries enti~res est une r6action du premier ordre, dont  la vitesse est pro- 
portionnelle k la concentrat ion effective du substrat .  A part ir  de deux syst~mes, oh 
la concentrat ion initiale de NH~OH ~tait respectivement 2 et 3" I0-~ M, la constante  
de cette r6action (kl) a ~t6 calcul6e pour  chaque point exp6rimental, par  la relat ion: 

2,3 lOgl0 a/(a - -  x) 
k 1 t 

dans laquelle (t) est le temps en minutes, (a) la concentrat ion initiale, du substrat  et 
( a -  x) la concentrat ion restante au moment  de la mesure. Les valeurs num~riques 

200 

'SO 

100 

SO 

60  9 0  t*~  ~ q 0  
r~MuCea 

Fig. I. Consommation de l'hydrog~ne par les 
cellules de la souche GAZ 54 ( - -O- -@-- )  et 
de la souche Canet 41 ( - -O - -O- - ) .  Conditions 
~xp~rimentales: temp6rature: 37 °, pH 7-4 
(tampon phosphate M/IS), bact~ries: 1.o 5 mg 
(poids sec) par manom~tre. Les mesures ont 
~t6 faites pour chacune des souches avec deux 

1 

3prn/ 

0.5 ~ ( ~  2)Jm/m, 

I I 
SO 100 150 200 

Fig. 2. D~t~rmination graphique de la constante 
k 1. Suspension de la souche GAZ 54 (I.O 5 rag de 
bact6ries, poids sec, par manom~tre). Concen- 
trations initiales en hydroxylamine: (I) 9 pM 
par manom~tre (3.3.1o -3 M), (2)6 p M  par 

manom~tre (2. io -s M). 

systbmes cliff@rents, contenant l'un 9 pM et l'autre 6/~M de NH2OH par manombtre. Les deux 
courbes inf6rieures sont celles de syst~mes t~moins, ne contenant pas d'hydroxylamine. 

de ( a -  x) sont obtenues ~ part i r  des variations manom6triques,  en tenant  compte 
du fait que la r6duction d 'une  mol6cule de N H , O H  correspond k la consommat ion  
d 'une  mol6cule d'hydrog~ne. Les donn6es exp6rimentales concordent de fagon saris- 
faisante avec l '6quation th6orique (Fig. 2) et la valeur de k 1 ainsi d6termin6e est:  
9.6. IO -s ( ±  1.7). On verra plus loin (§ 5) que cette constance de k 1 est valable dans 
une large gamme de concentrations, entre 5" lO-4 M e t  6. lO -2 M. 

En  rappor tant  l 'activit6 au poids total  des bact6ries contenues dans les systemes 
manom6triques,  et en consid6rant, suivant  les num6rat ions effectu~es, qu 'un  miUi- 
gramme de bact6ries (poids sec) contient  4.46" IO ~ cellules, la constante k I permet  
de calculer que, lorsque la concentrat ion de l 'hydroxylamine  est I.O M ,  la vitesse de 
sa r6duction est de lO. 7 • lO -7 mol6cule-gramme par  cellule et par  heure. 

La  premiere hypoth~se h envisager pour  expliquer la cin~tique particuli~re de 
la rSduction de N H i O H  par  les bact6ries enti~res de la souche GAZ 54, est une faible 
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T A B L E A U  I I  

CONSTANTES DE PERM~ABILIT]~ (P)  DES CELLULES DE LA SOUCHE G A Z  54 ET D'AUTRES 
TYPES DE CELLULES 

Cellules 
(P) 

Urde GlyMrol Hydroxylamine 

D. desulfurieans* - -  - -  3.44" lO-17 
( G A Z  54) 

E r y t h r o c y t e  (Boeuf)  ** 2. I • i o -x7 o .o i  7" 10 -17 - -  
Beggiatoa mirabilis** 15.8 • IO -17 lO.6 • IO -17 - -  
Bacterium paracoli** o.83 • lO -17 0.55 • i o  -~7 - -  

" C o n s t a n t e s  de  p e r m 6 a b i l i t 6 "  e x p r i m 6 e s  en  m o l 6 c u l e s - g r a m m e  de  s u b s t r a t  p d n 6 t r a n t  d a n s  
la  cel lu le  p a r  h e u r e  e t  p a r  p~ de  s u r f a c e  ce l lu la i r e  l o r s q u e  le g r a d i e n t  de  c o n c e n t r a t i o n  du  s u b s t r a t  
e n t r e  l ' e x t 6 r i e u r  e t  l ' i n t 6 r i e u r  de  la  cel lu le  e s t  I.O M .  

* D i m e n s i o n s  m o y e n n e s  des  ce l lu les  ( m e n s u r a t i o n s  o p t i q u e s )  : l o n g u e u r  2.5 p ,  l a r g e u r  0, 4 p ,  
s u r f a c e  3 .14 /2  ~. 

** D o n n ~ e s  r e l ev~es  d a n s  l ' o u v r a g e  de  DAVSON ET DANIELL123. 

perm6abilit6 de la paroi cellulaire k l '6gard de l 'hydroxylamine. Cette interpr6tation 
peut paraRre d 'au tan t  plus s6duisante que, si on exprime la vitesse dans les unit6s 
employ6es pour d6finir la "constante de perm6abilit6" (P), c'est-k-dire en mol6cules- 
gramme par heure et par  ~* de surface cellulaire, on trouve une valeur (Tableau II)  
tr~s voisine de celles d6jS. rapport6es dans la litt6rature 23 pour diverses cellules peu 
perm6ables ~ l'6gard de substances ayant  un encombrement mol6culaire et des 
propri6t6s chimiques comparables k ceux de l 'hydroxylamine. 

Toutefois, un examen plus approfondi du ph6nom~ne montre que cette hypo- 
th~se ne peut 8tre retenue. Dans le second m6moire de cette s6rie, il sera d6montr6 
que le bromure de c6tyle tr i -ammonium (CeTAB) a la propri6t6 de rendre la paroi 
ceUulaire des bact6ries sulfato-r6ductrices perm6able aux grosses mot6cules du cyto- 
chrome c 3 (p.m. 13,ooo ). Or, les suspensions de la souche GAZ 54 trait6es par  ce 
d6tergent continuent k r6duire l 'hydroxylamine suivant une cin6tique comparable 

celle des cellules non-trait6es. Les courbes manom6triques conservent une forme 
fortement incurv6e et la valeur num6rique de (P) passe seulement de 3.44 k IO. I .  lO -17. 

D'autre  part,  la perm6abilit6 de la paroi cellulaire ~ l '6gard de l 'hydroxylamine 
et du produit de son m6tabolisme, c'est-~-dire l'ion ammonium, a 6t6 mesur6e directe- 
ment par  la m6thode des culots bact6riens denses de MITCHELL ET MOVLE ~. Les 
r6sultats de ces exp6riences (Tableau I I I )  montrent  que, k la diff6rence de ce que 
LITTLEWOOD ET POSTGATE 2~ ont observ6 pour le sulfate et pour le chlorure de sodium, 
avec la m~me esp~ce bact6rienne et la m6me technique, les ceUules de GAZ 54 sont 
librement perm6ables ~ NH2OH et k NH +. 

Dans les culots denses de D. desul/uricans, LITTLEWOOD ET POSTGATE ~5 o n t  
6tabli que 35 % environ du volume total sont occup6s par  des espaces intra-cellulaires 
inaccessibles aux substances dissoutes, m6me lorsque la barri~re osmotique a 6t6 
rompue. On doit, par  cons6quent, consid6rer que, dans la limite des erreurs auxquelles 
expose la technique employ6e, les r6sultats rapport6s dans le Tableau I I I  correspon- 
dent non seulement ~ une libre p6n6tration de l 'hydroxylamine et de l'ion ammonium 
dans la cellule, mais encore A une 16gbre concentration endo-cellulaire de ces substances, 
par un m6canisme non d6termin6. 

Mesurant la perm6abilit6 des cellules de Valonia k l '6gard d 'H,S,  OSTERHOUT 2~ 
Bibliographie p. 579]580. 
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T A B L E A U  I I I  

PERMI~ABILITI~ DES CELLULES DE GAZ 54 )~ L'~GARD DE L'FIYDROXYLAMIN:E 
ET DE L'ION" AMMONIUM 

Substrut 

Concentration dans le Volume thdorique 
surnageant (aM/ml) Dilution du du eulot baag'rien 

surnageant pgndtrd par le 
substrat initiale finale (%) (%) 

NH2OH 25 ° io  9 56.5 113 
125 59 53 lO6 

CINHi 3 ° 13.6 45.3 9o.6 
o 4.5 

Condi t ions  exp¢r imenta les .  Bactdries rdcoltdes en phase exponentielle de croissance, lavdes, 
remises en suspension dans du t a m p o n  phospha te  M / I 5  ~ p H  6. 3 et centrifugdes ~t I8,OOO t / m i n ,  
+ 4 °, jusqu'~t ce que le culot ait  un volume constant .  Volume du culot estim6 d'apr~s le poids sec 
de bactdries et la relation*5: V/poids sec = 5. Le culot est remis en suspension homog~ne dans  la 
solut ion du subs t r a t  en t a m p o n  phospha te  (pH 6.3) et les bactdries sont, apr6s IO min de contact  
A + 4 °, ~ nouveau centrifug6es. La concentra t ion du subs t ra t  est ddterminde ana ly t iquement  
dans  la solution initiale de N H , O H  ou de C1NH~ et darts le surnageant  final. 

a constat6 que la vitesse de la p6n6tration croR avec la concentration, en tendant 
asymptot iquement  vers une limite. Ce fait a 6t6 interpr6t6 par l 'auteur comme ex- 
pr imant  la saturation d'un transporteur chimique avec lequel I'H2S devrait  se 
combiner pour franchir la paroi cellulaire. D'autre  part,  RICKENBERG et a l )  7 ont 
r6cemment d6montr6 que, chez E. toll, la p6n6tration endo-cellulaire des galactosides 
est assur6e par des transporteurs actifs qui tendent k ~tre satur6s par les concentra- 
tions 61ev6es en substrat. Aucun syst~me transporteur semblable ne paratt  exister 
dans les cellules de GAZ 54, dont l 'activit6 crolt lin6airement pour des concentrations 
en hydroxylamine allant de IO -3 M k 5" lO-2 M, sans tendre vers une limite. 

En d6finitive, la cin6tique observ6e avec les cellules de la souche GAZ 54 est 
celle d'une simple diffusion physique de l 'hydroxylamine ~ travers une barri~re qui 
ralentit  son acc~s aux syst~mes enzymatiques responsables de sa r6duction. Les faits 
observ6s ne permettent  pas de formuler une hypothbse sur la nature de cette barri~re 
ni sur la raison pour laquelle une seule souche de D. desul/uricans sur cinq pr~sente 
ce t te  particularit6. Ils permettent  n6anmoins de pr6ciser que le sibge de l 'obstacle 
n 'est  pas la paroi cellulaire, mais une structure situ6e k l'int6rieur m~me de la cellule. 

2. Activit~ des extraits de la souche GAZ 54 

On observe en g6n6ral que la consommation de l'hydrog~ne par les extraits ne 
• d6bute pas aussit6t que le diverticule contenant NH2OH a 6t6 renvers6, mais seule- 
ment  apr~s un temps de latence plus ou moins prolong6 (Fig. 3). Cette p6riode de 
latence est supprim6e par l 'addition de cyst6ine (IO ~t 20 /~M par manom~tre). La 
cyst6ine, qui n'est pas d~grad6e et ne modifie pas la vitesse de la r6action, agit, comme 
on l 'a d6j~ signal6 dans une publication ant6rieure TM, en abaissant le potentiel d 'oxydo- 
r6duction et en d6soxyg6nant l 'hydrog6nase qui est r6versiblement inhib6e par l'air. 

L'extraction par  les ultra-sons, par le toluene et par autolyse des bact~ries 
s~ch6es donnent des r6sultats comparables {Tableau I), et c'est la derni6re de ces trois 
techniques qui, du fait de sa simplicit6, a par la suite 6t6 syst6matiquement employ6e 
pour la pr6paration des extraits. I1 est int~ressant de noter que le broyage des bact6ries 
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Fig. 3. Consommat ion  de l 'hydrog~ne,  en prd- 
sence de NH2OH 3.3" lO-3 M, par  un  ex t ra i t  de 
la souche GAZ 54. Courbe (I): syst~me con tenan t  
l ' ex t ra i t  brut ,  sans cyst6ine;  courbe (2): syst~me 

ident ique,  addi t ionn6 de cyst6ine (2o/~M). 

i i i i 
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Fig. 4. Activit~ des ext ra i t s  en fonct ion du p H  
Exp6riences  r6alis6es A 37°, en t ampons  ac6tate-  
vdronal. (I) ex t ra i t  b ru t  con tenan t  du cyto-  
chrome c3, en pr6sence de N H , O H  ( io /~M);  
(2) ex t ra i t  purifi6 et rdactiv6 par  le benzyl-  
violog~ne (50/zg/manom~tre),  en pr6sence de 

N H 2 O H  (IO/~M) ; (3) activit6 hydrog6nasique mesur6e en l 'absence de NH~OH, dans des sys t~mes 
off l ' accepteur  d 'hydrog~ne est  consti tu6 par  2o p M  de benzyl-violog~ne. 

par la poudre de quartz procure des pr6parations dou6es d'activit~ hydrog6nasique en 
pr6sence de benzyl-violog~ne, mais ne r6duisant pas l'hydroxylamine. 

3. Bilans m~taboliques 

L'analyse des syst~mes manom6triques en fin de r6action (Tableau IV) montre 
que l 'hydroxylamine est stoechiom6triquement r6duite en ammoniaque par les 
extraits et les cellules, suivant l'6quation: 

NH2OH + H2 = NH4OH 

T A B L E A U  IV 

BILANS MI~TABOLIQUES 

(Exp6riences r~alis~es avec des suspensions de la souche GAZ 54) 

gM NH~OH pM HN3 produites .uM H2 consommdes 

initial restant thdorique observd thdorique observd 

5 .0 0.03 4.97 4 .80 4.97 5.1 
io.o o.26 9.74 9 .oo 9-74 IO.i 
Io .o* o.03 9.97 9 .60 9.97 9-3 

* Exp6rience effectu6e en t ampon  TRIS.  

4. Influence du pH 

La r6duction de l 'hydroxylamine aux d6pends de l'hydrog~ne mol6culaire par 
les cellules de Cl. welchii (WooDs 5) et d'E. coti (LASCELLES ET STILL 7) pr6sente un 
optimum dans une zone de pH nettement alcaline, entre pH 8.5 et 9.0. ZUCKER ET 
NASON 1~ ont 6galement trouv6, pour l 'hydroxylamine-r6ductase de N. crassa, un 
optimum compris entre pH 7.5 et 8.5. 

Avec les extraits et les cellules enti~res de D. desul[uricans (souche GAZ 54), 
l'activit~ (Fig. 4) est nulle ~ pH 4.0 et atteint son maximum vers pH 6.0. EUe se 
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maintient k sa valeur maxima jusqu'~ pH 8.5, puis s'abaisse de facon tr~s progressive 
et, k pH IO, elle repr6sente encore 50% de l'activit6 relev6e dans la zone de pH 
optimum. Ce comportement en fonction du p H e s t  identique lorsqu'on op~re avec un 
extrait d6pourvu de cytochrome c 3 et r6activ6, c'est-k-dire dans des conditions off, 
comme le pr6cisera le second m6moire de cette s6rie, le transport de l'hydrog~ne est 
assur6 artificiellement par une quantit6 catalytique de benzyl-violog~ne. 

Si on compare l'influence du pH sur la r6duction de l 'hydroxylamine et sur 
l'activit6 hydrog6nasique, mesur~e dans des syst~mes ne contenant pas d 'NH,OH et 
oh l'accepteur est constitu6 par une quantit6 relativement importante (20 tzM) de 
benzyl-violog~ne, on constate que l'activit6 hydrog6nasique est nulle pour les pH 
inf6rieurs ~ 6.0 (Fig. 4) et atteint sont maximum k pH 8.o seulement. 

Le fait que les extraits r6duisent NH2OH aux d6pens de l'hydrog~ne mol6culalre 
dans une zone de pH off l'hydrog6nase parait 8tre inactive est, k premiere vue, para- 
doxal. I1 s'explique cependant par les conditions employ6es pour mesurer l'activit~ 
hydrog6nasique. L'accepteur servant ~ ces mesures, c'est-~-dire le benzyl-violog~ne, 
a la particularit6 d'avoir un potentiel d'oxydo-r6duction invariable ~ (E o' = --0.359 V) 
Par contre, le potentiel de la r6action catalys6e par l'hydrog6nase (H, ~- 2 H + + 2e) 
varie avec le pH, suivant la relation AEo'/ApH ~ --0.060 V, et son Eo', qui est de 
--0.420 V k pH 7.0, n'est plus que de --0.360 V ~ pH 6.0. En cons6quence, lorsque le 
p H e s t  suffisamment bas, on con~oit que les deux potentiels finissent par se rejoindre, 
ce qui a pour effet de rendre impossible la r~duction du benzyl-vio]og~ne. Pour 
mesurer l'activit6 NH,OH-r6ductase, on emploie des systtmes dont le potentiel 
d'oxydo-r6duction est 61ev6 par la pr6sence de l 'hydroxylamine et off la concentration 
du benzyl-violog~ne est tr~s inf6rieure k celle qui est n6cessaire pour mesurer l'activit6 
hydrog6nasique. Ces conditions diff~rentes peuvent avoir pour cons6quence que, dans 
le second cas, le chevauchement entre les potentiels de l'hydrog6nase et du benzyl- 
violog~ne se produise plus pros de la neutralit6 et d6termine ainsi une inactivation 
apparente de l 'enzyme k pH < 6.0. En l'absence de donn6es pr6cises sur les potentiels 
r6els des syst~mes, cette explication demeure cependant hypoth~tique. Une autre 
diff6rence entre les deux types de mesures est que, pour mesurer manom6triquement 
l'activit6 hydrog6nasique, on doit employer des quantit6s d'extrait  50 fois plus faibles 
environ que pour d6terminer l'activit6 NH2OH-r6ductase. Cette plus grande dilution 
peut 6galement modifier le comportement de l'enzyme "k l'6gard du pH. 

5. Inhibition par le substrat 

LEMOIGNE, DE SOMER ET CROSON 9 ont observ~ que la r6duction de l 'hydroxyl- 
amine par les cellules de B. megatherium, dans des conditions oil le donateur d'hydro- 
g~ne est le glucose, est inhib6e par NH,OH lorsque sa concentration d6passe un 
certain seuil. Le m~me fait s'observe avec les suspensions et les extraits de D. desul- 
/uricans pour la r6duction de l 'hydroxylamine k partir de rhydrog~ne mol6culaire. 

Sur les courbes repr6sentant ractivit6 des ceUules de GAZ 54 en fonction de la 
concentration en NH,OH (Fig. 5), on constate, apr~s une premiere phase aseendante, 
due au ph6nom~ne de diffusion intra-cellulaire d6j~ d6crit, une brusque inhibition 
d6butant ~ concentration 0.07 M e t  atteignant IOO % k concentration o.i  M. Par 
contre, avec les extraits de la m~me souche (Fig. 5), l'inhibition commence d~s la 
concentration 0.02 M et elle est plus progressive. Cette diff6rence conduit k con- 

Bibliographie p. 579/58o. 



VOL. 27  (1958) RI~DUCTION DE L'HYDROXYLAMINE I 577 

sid6rer que la concentration inhibitrice pour les cellules est celle qui est n6cessaire 
dans le milieu ext6rieur pour que la concentration endo-cellulaire de l 'hydroxylamine 
atteigne, au niveau des sites enzymatiques, le seuil d'inhibition relev6 pour les extraits. 

I 
50 1~1 150 

co~cenh~fion en NH2OH X I0 3 

Fig. 5. Inhibi t ion par  le subst ra t .  
( I )  suspension bact6rienne de la 
souche GAZ 54, (2) extrai t  de la 
m~me souche, activ6 par  l 'addi- 
t ion d 'une  quant i t6  catalyt ique 
de benzyl-violog~ne (5 ° / , g  per  

manom~tre) .  

6. Inhibition par le nitrite de l'hydrogdnase el de la r~duction de l'hydroxylamine 

L'activit6 hydrog6nasique et la r6duction de N H , O H  sont tr~s fortement inhib~es 
par  le nitrite (Tableau V). Cette inhibition d6bute pour des concentrations en NOoK 
tr~s faibles, de l 'ordre de 5" lO-5 M, et elle est proportionnelle au logarithme de la 
concentration en inhibiteur. Elle est sensiblement parall~le pour les deux activit6s 
et ne d6pend pas du rapport  de concentrations NH2OH/NO,K,  mais de la concentra- 
tion absolue en nitrite. Elle n'est donc pas comp6titive. I1 s'agit, d 'autre part,  d 'une 
inhibition r6versible. En effet, si on met l 'extrait  en contact avec le nitrite et si on 
n' introduit  N H , O H  dans le syst6me que lorsque le nitrite a 6t6 compl~tement r6duit 
en ammoniaque, on ne constate aucun ralentissement du taux de r6duction de NH ~OH 
par  rapport  aux syst+mes t6moins n ' ayant  pas contenu de nitrite. 

T A B L E A U  V 

I N H I B I T I O N  PAR LE N I T R I T E  DE L'ACTIVIT]~ H Y D R O G ~ N A S I ~ U E  ET 
DE LA R~DUCTION DE L 'HYDROXYLAMINE 

rgductioft de 
hydrogg'nase* l'hyd~,oxylamine** 

QH, inhibition QH, inkibition 
(%) (%) 

Ext ra i t  GAZ 54: 
sans addit ion 480 - -  181 - -  
+ NOzK 3,3" lO-4 M 280 41.7 87 51.9 

Ex t r a i t  Canet 41 : 
sans  addit ion I45 - -  92 - -  
+ NO2K 3,3" lO-4 M 4 ° 72.5 23 75.o 

Nota: Activit6s (--QH,) exprim6es en m m  3 d'H~ consommds pa r  manom~tre  dans des 
syst~mes contenant :  * IO juM de benzyl-violog~ne; ** 20 /zM de NH2OH + o.2 luM de benzyl- 
violog~ne. 

7. Autres inhibiteurs 

Le barbot tage d'air  dans les suspensions bact6riennes pendant trois heures ne 
modifie pas l 'activit6 £ l '6gard de NH2OH, alors que le m6me trai tement  supprime 
totalement leur activit6 £ l '6gard du sulfate 19. Cette r6sistance des cellules £ l 'oxyda- 
tion par l 'air contraste avec la sensibilit6 des extraits et rend inutile l 'addition de 
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cyst6ine ou d ' u n  autre  agent r6ducteur  lorsque les mesures d 'act ivi t6  sont faites avec 
des cellules enti~res. 

L 'ac t ion  de divers inhibi teurs  chimiques a 6t6 6tudi6e avec des suspensions 
bact6riennes ~ pH 7.4 ( tampon phosphatique) ou k pH 7.5 ( tampon TRIS) ,  en p renan t  
soin de met t re  les inhibi teurs  en contact  avec les cellules pendan t  une heure avant  
l ' addi t ion du substrat .  Les r6sultats obtenus  concordent dans leur ensemble avec ceux 
des auteurs  qui ont  6tudi6 la %duct ion de l ' hydroxylamine  par  d 'autres  microorga- 
nismesS,7,8,9,39. L 'act ivi t6  n 'es t  pas inhib6e par  des concentrat ions lO -3 M des com- 
pos6s suivants :  fluorure, ars~niate et iodac6tate de soude, semi-carbazide, hydrazide 
iso-nicotinique, ortho- et para-nitroph6nols. L'ars6nite,  l 'hydrazine,  le ph6nyl -u%thane  
et l ' azo thydra te  de soude (N3Na) n ' i nh iben t  qu 'k  concentrat ions tr6s 61ev6es (Tableau 
VI) et, pour le dernier  de ces compos6s, du m~me ordre que la concentra t ion n6cessaire 3~ 
pour inhiber  le cytochrome c. 

TABLEAU VI 

I N H I B I T E U R S  

Inhibiteurs Concentrations (M) % d'inhibition 

M6taux lourds Cu ++ 

Hg++ 

Zn++ 

Ars6nite de soude 

Iodac6tate de soude 

Hydrazine 

Ph6nyl-hydrazine 

Ph6nyl-ur6thane 

Azothydrate de soude ( N s N a )  

Cyanure de potassium 

Oxydants CrO4K 2 

Cr2OTK z 

IO4K 

10 -3 IO0 

10 -4 0 

10 _3 I00 

10 -4 85 
1 0  - 5  I 2  

IO - 3  0 

I ° - 2  49 
IO - 3  2 2  

l O  - 2  2 9  

1 0  - 2  6 5 
i o  - s  23 
lO -2 80 
I0 - -3  5 7  

I0 - -4  3 4  

1 0  -5 0 

1/3 saturation 5o 
1/3o saturation 12 
1/3oo saturation 8 

10 -2 79 
io -s 24 

I o -3 73 
10--4 5 7  

10 -5 36 

10 -4 IO0 

IO -5 I2 

1 0  - 4  I00 

l O  - 5  1 9  

2 .  5 • I O  - 3  IOO 

2. 5 • lO -4 6 7 
2.5" lO -5 15 

Les inhibi teurs  les plus actifs sont les m6taux  lourds (Cu++ et Hg++), les oxydants.  
forts (bichromate, chromate  et periodate), KCN et la ph6nyl-hydrazine,  dont  S~zm~I 
ET SUZUKI m ont  d6jk constat6 qu'elle inhibe sp6cifiquement la r6duction de NH2OH 
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par Azotobacter vinelandii. Le cuivre, le mercure et les agents oxydants sont 6galement 
de puissants inhibiteurs de l'hydrog6nase et leur action s'explique vraisemblablement 
par l'inhibition de cet enzyme. 

En ce qui concerne KCN, l'action de cet inhibiteur parMt 6tre de nature diff6rente. 
On a constat6, en effet, que les cellules inhib6es par le cyanure retrouvent une pattie 
de leur activit6 initiale si on ajoute au syst~me manom6trique une faible concentration 
(lO -4 M) de benzyl-violog~ne. D'autre part, on a observ6 qu'un extrait dialys6 contre 
une solution de KCN lO -2 M pendant trois heures, puis pendant deux heures, contre 
un grand volume d'eau plusieurs fois renouvel6e, poss~de encore la totalit6 de son 
activit6 initiale. Ces observations paraissent indiquer que l'inhibition par le cyanure 
ne porte pas sur l'hydrog6nase mais sur le transporteur d'61ectrons, et que ce processus 
ne consiste vraisemblablement pas dans la formation d'un complexe soluble et 
dialysable entre le KCN et un m6tal libre ou faiblement li6. 

En traitant les extraits par d'autres agents complexants, on obtient des r6sultats 
qui sont 6galement peu en faveur de la participation d'un m6tal libre dans le syst~me. 
L'ortho-ph6nanthroline IO -s M diminue la vitesse de r6duction de NH¢0H de 35% 
seulement et, h la m~me concentration, la salicyl-aldoxime n'a aucun effet. 

n convient enfin de souligner que l'ion NH + inhibe la r6duction de NH2OH par 
les extraits lorsque la concentration en C1NH 4 atteint M/3o. Cette inhibition devient 
totale pour une concentration M/3. 

Rt~SUM]~ ET CONCLUSIONS 

I. Les suspensions non-prolifdrantes et les extrai ts  de Desulfovibrio desul]uricans rdduisent  
s toechiom6tr iquement  l ' hydroxylamine  en ammoniaque ,  aux  ddpens de l 'hydrog~ne moMculaire. 

2. La  r6duction de l 'hydroxylamine  par  les cellules enti~res est, dans le cas d 'une  des souches 
~tudi6es, ralentie par  un  ph6nom~ne li6 g la diffusion intra-cellulaire du subst ra t .  La na ture  de 
ce ph6nom~ne est discut6e. 

3. L'act ivi t6 des cellules et des extrai ts  est inhib6e lorsque la concentrat ion en subs t ra t ,  
c 'est-~-dire en hydroxylamine ,  d6passe un  certain seuil. Elle est 6galement inhib6e par  le nitr i te  
et pa r  diff6rents inhibi teurs  dont  l 'un  des plus actifs est le cyanure.  

4. Le m~canisme enzymat ique  de la r6action sera d6crit dans un  m~moire ult6rieur. 

SUMMARY AND CONCLUSIONS 

I. Rest ing cells and cell-free extracts  of Desul/ovibrio desul/uricans reduce hydroxy lamine  
stoichiometrically to ammonia ,  at  the expense of molecular hydrogen.  

2. The reduct ion of hydroxylamine  by  intact  cells is, in the case of one of the studied strains, 
slowed down by a phenomenon  linked wi th  the intra-cellular diffusion of the substra te .  The 
na tu re  of this  phenomenon  is discussed. 

3. The act ivi ty  of intact  bacter ia  and cell-free extracts  is inhibited when the subs t ra te  (i.e. 
hydroxylamine)  concentrat ion exceeds a given value. Activi ty is also inhibited by  nitri te and by  
several inhibitors,  of which cyanide is one of the  most  active. 

4. The enzymic mechanism of the  reaction will be described in a for thcoming paper.  
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CRI~ATINE, PHOSPHOCRI~ATINE ET AD]~NOSINETRIPHOSPHATE 

DANS L'UTI~RUS DE RAT 

I N F L U E N C E  D E  Q U E L Q U E S  H O R M O N E S  E T  D E  L A  C O N G ] ~ L A T I O N  

S t J R  C E S  F R A C T I O N S  

D A N I ] ~ L E  G A U T H E R O N *  ET G. V. I~. B O R N  

Nu~eld Institute, Oxford (England) 

D a n s  de  p r e c e d e n t s  t r a v a u x  1, il a 6t~ m o n t r 6  q u e  des  i n j e c t i o n s  d ' o e s t r a d i o l  e t  de  

p r o g e s t e r o n e  p r o v o q u e n t  chez  le r a t  i m p u b ~ r e  u n e  a u g m e n t a t i o n  c o n s i d e r a b l e  des  

p h o s p h a t e s  l ab i l e s  de  1 'u te rus ,  m e s u r ~ s  k la  fois  p a r  la  m~. thode  de  LOWRY ET LOPEZ ~ 

e t  ap r~s  h y d r o l y s e  ac ide  de  l ' e x t r a i t ,  k IOO °, d a n s  HC1 N ,  p e n d a n t  7 m i n u t e s  (phos-  

p h a t e  7 m i n u t e s ) .  D ' a u t r e  p a r t ,  1 ' ad rena l ine ,  i n j ec t6e  4 5 - 5 0  m i n u t e s  a v a n t  d~- 
c a p i t a t i o n  de  l ' a n i m a l ,  d i m i n u e  n o t a b l e m e n t  l a  t e n e u r  de  l ' u t ~ r u s  e n  p h o s p h a t e s  

l ab i l e s  chez  le j e u n e  r a t  p u b ~ r e  8. Les  m ~ t h o d e s  u t i l i s~es  a u  c o u r s  de  ces  t r a v a u x  n e  
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