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Dans le premier m6moire de cette s6rie 1, on a 6tabli que Desulfovibrio desul]uricans 
r6duit stoechiom6triquement l 'hydroxylamine en ammoniaque aux d6pens de 
l 'hydrog~ne mol6culaire, par un processus li6 ~ l 'hydrog6nase dont cet organisme est 
dou6. 

Les observations qui vont 8tre rapport6es pr6cisent le m6canisme de la r6action 
et montrent  que celle-ci consiste en un couplage non sp6cifique entre l 'hydrog6nase 
et l 'hydroxylamine,  par l 'interm~diaire du cytochrome e 3. 

MATERIEL ET METHODES 

Les caract~res des souches 6tudi6es, ainsi que les techniques employ6es pour  la cul ture des 
bact6ries, leur extract ion et la mesure  de l 'activit6 hydroxylamine-r6ductase  ont  ~t6 d6crits dans  
le m6moire pr6c6dent 1. 

On a utilis6 deux 6chantil lons diff6rents de cytochrome c3, dont  l 'un  nous a 6t6 a imablement  
donn6 par  le Dr. J.  R. POSTGATE et l ' au t re  a 6t6 pr6par6 su ivant  la m6thode de cet au teur  z. Le 
cy tochrome c a 6t6 ext ra i t  de coeur de boeuf et purifi6 par  la technique classique de KEILIN ET 
HARTREE 3. 

Les concentra t ions  en cytochromes  et la purer6 des 6chantillons utilis6s ont  6t6 d6termin6es 
avec un  spec t rophotom~tre  Job in  et ¥ v o n ,  d 'apr~s les coefficients millimolaires d 'ext inct ion 
cor respondant  aux  m a x i m u m  des bandes a, c 'est  ~ dire e ~ / m a  = 54 pour  le cytochrome cz ~, et 
e ~ / m a  = 27. 7 pour  le cy tochrome c 4. Les r6sultats  des dosages spec t rophotom6tr iques  ont  6t6 
exprim6s en milli-micro-unit6s de cy tochrome (i m/zU = i m/~mol.) ou en microgrammes,  en 
consid6rant  que les deux cy tochromes  ont  un  poids mol6culaire 2 identique et 6gal ~ 13,ooo. 

Le coenzyme i r6duit (DPNH)  (Pabst  Laboratories)  nous a 6t6 obl igeamment  procur6 par  le 
Dr. A. NASON. Le coenzyme I oxyd6 (DPN), et les flavines mononucMotide (FMN) et dinuclbotide 
(FAD) sont  des produi t s  commerc iaux  (California Foundat ion) .  Le benzyl-violog~ne (BV) est un 
produi t  B D H  et le b romure  de c6 ty le t r i -ammonium (CeTAB) est le d6tergent commercialis6 sous 
le nora de "Cetavlon" .  

RI~SULT:\TS EXPERIMENT:\UX 

I. Nature du transporteur d¥lectrons 

I. Inhibition des cellules par le CeTAB; r~activation par le cytochrome cz et par le 
benzyl-violog~ne. POSTGATE 2 a r6cemment montr6 que D. desulfuricans poss~'de un 
cytochrome particulier, le cytochrome c3, et que ce pigment joue un r61e fonctionnel, 
comme transporteur d'61ectrons, dans la r6duction des compos6s min6raux soufr~s, 
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Le m~me auteur  a signal~, d ' au t re  part,  que le bromure  de c~tyle t r i - ammonium 
(CeTAB) a la propridt6 de rendre les celhdes de D. desul/uricaus s61ectivement 
perm6ables au cytochrome qu'elles cont iennent .  Les bact6ries trait6es par ce d6tergent 
conservent  leur hydrog6nase et con t inuen t  ~t r6duire le bleu de m6thylane sous 
atmospht 're d 'hydrogt 'ne.  Elles sont par contre incapables de r6duire le sulfite, mais 
re t rouvent  en partie leur activit6 ~ l '6gard de ce subst ra t  si on leur a joute  artificielle- 
ment  une Iaible quant i t6  de cytochrome c a purifi6. Le benzyl-viologCme a un effet 
analogue et restaure par t ie l lement  l 'activit6 sulfite-r4ductase des cellules inhibdes par 
le CeTAB. 

Ces faits nons ont  conduits  5 dtudier l 'act ion du CeTAB sur la %duction de 
l ' hydroxylamine  par  les cellules et ~ rechercher si le cytochrome c a e t  le benzyl- 
violog~,ne assurent  dans cette r6action un  r,51e analogue ~ celui qu'i ls jouent  dans la 
r6duction des compos~s du soufre. 

Les exp6riences ont 4t~ r6alis~es dans les condit ions suivantes:  les bac%ries 
(souche Gaz 54) ont 6% lav6es tt deux reprises, remises en suspension dans l 'eau 
distill~e, puis trait6es par  le CeTAB (o.I mg/mg de bact6ries, poids sec) pendan t  I h, 

la temp6rature  du laboratoire. Aprt's centr i fugat ion et lavage, l 'activit6 des cellules 
trai%es a 6% d~termin6e manom6t r iquement  sous atmosphere d 'hydrog~ne, avec et 
sans addi t ion de cytochrome c a (5oo m/xU/mg de bact6ries) ou de benzyl-violog~ne 
(too /xg/mg de bact6ries). L 'agent  r6act ivant  a 6t6 sys t4mat iquement  plac6 dans le 
compar t iment  central  des fioles de Warburg,  avec la suspension bact6rienne,  et le 
substra t  (NH2OH: 9 /,mol.) dans le diverticule lat6ral. De cette fa¢on, le benzyl-  
viologt'ne est to ta lement  r6duit par  l 'hydrogdnase des cellules avan t  que celles-ei ne 
soient raises en contact  avec le substra t  et la faible consommation d 'H 2 correspondante 
(environ o.I /\tool.) n ' i n t c rv ien t  pas dans les mesures. 

TABLEAU I 

INHIBITION DES SUSPENSIONS BACTI~RIENNES PAR LE CeTAB; RI~ACT1VATION PAR LE 
CYTOCHROME C3 ET PAR LE BENZYL-VIOLOGI~NE 

.5uspe,zsion bach rienne -~H2 

Non traitde I24 
Non traitde F B.V. 480 
Traitde par lc CeTAB o 
Traitde par le CeTAB + I:LV. 240 
Traitde par le ('eTAB q- cvtochrome c a 3,3oo 

Conditions expdrimentales : suspension bactdriennc de la souche Gaz54; tamponphosphatique 
pH 7.4; NH2OH: 3.1o a AI; bromure de cdtvle tri-ammonium (('eT.\B): O.l rag/rag de cellules 
(poids sec); benzyl-viologbnc (B.V.): o.~ mg par mg de ccllules (poids scc); cvtochrome Ca: o. 5 /dJ 
(6. 5 rag) par mg de cellnles et par cm a. 

Ires rdsultats obtenus (Tableau I) mon t r en t  que les bact6ries traitdes par le 
CeTAB sont to ta lement  inactives en prdsence de l 'hydroxylamine  et que l ' addi t ion  
de cvtochronm c:; leur restitue une activit6 26 fois sup&ieure 5, celle ties bactdries- 
t&noins, BOll traiff'e~, l.c benzyl-violog(.nt' a un et:fet "cytochronw-like'" tn"s net /'t 
remplace effectivement le systbme t ranspor teur  61imin6 par le CeTAB. A la concentra-  
tion employ6e (xo -4 M), il confC're aux cellules inhib6es une activit6 sensiblement 
double de celle de la suspension initiale. 
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L ' interpr6ta t ion suivant laquelle le benzyl-violog~ne agit en remplacant  le 
t ranspor teur  naturel  d'61ectrons, et non pas en suppr imant  une inhibition r~versible 
du syst~me enzymat ique par  le CeTAB, e_st confirm& par le fait que son addition 
accrolt l 'activit6 des cellules, m6me lorsque celles-ci n 'on t  pas 6t6 au pr6alable inhib6es 
par  le CeTAB. L ' augmenta t ion  de --QH~ relev6e dans ce cas est de 287 %. 

2. R&ctivation des extraits purifids et d@ourvus de cytochrome c a. L 'addi t ion  de 
benzyl-violog~ne lO -4 M accrolt dans les m~mes proportions,  c 'est ~ dire environ 
4 fois, l 'activit~ des extraits bruts, contenant  du cytochrome c 3. Une constatat ion 
semblable a 6t6 faite par ISHIMOTO, KOYAMA ET N,\(;,\I s avec l 'activit6 thiosulfate- 
r6ductase des extraits de D. desul/u.ricans, qui est 6galemerlt a c c r u e p a r  le benzyl- 
violog~ne et par d 'aut res  indicateurs d 'oxydo-r6duct ion.  

Ces observations pr61iminaires ont 6t6 reprises avec des extraits purifi6s et 
d@ourvus  de  cytochrome Ca par  le t rai tement  suivant :  un extrait  brut,  obtenu par 
autolyse des bact6ries s6ch~es (souche Gaz 54) est progressivement additionn6 de 
SO4Am2, ~t o ° et sous agitat ion continue, jusqu'~t 7 ° % de la saturat ion en sulfate 
d ' ammonium.  Les prot6ines pr6cipit6es sent centrifug6es (26,000 × g; + 4°; 5 rain) 
et redissoutes dans un faible volume d 'eau distill6e. Elles sent pr&ipitSes une seconde 
fois par  SO4Am~ ~ la m6me concentrat ion (0. 7 sat.), centr ifug&s et reprises par l 'eau 
distill6e. La solution finale est d6barrass~e du sulfate d ' ammonium par dialyse prolon- 
g~e 5 o ° centre une solution dilute de KC1. 

L 'ext ra i t  ainsi purifi6 est d@ourvu  de cytochrome Ca et contient la totalit6 de 
l 'hydrog6nase initiale, mais est to ta lement  inactif £ l '6gard de l 'hydroxylaminc.  
L 'act ivi t6 k l '6gard de ce substrat  est res taur& par l 'addit ion de quantit~s catalytiquc~ 
de cvtochrome c a ou de benzyl-violog~ne et d@end de la concentrat ion de ces deux 
agents rdactivants,  suivant les modalit6s qui seront exposdes avec la cin~tique de ta 
r6action. 

Les flavine-nucldotides (FMN et FAD), ajout6s ~ la concentrat ion IO - l  M, n 'ont  
aucun effet sur l 'activitd des extraits bruts  ou purifi6s. D 'au t re  part, on a constatd que 
les pr@arat ions  purifi6es et r6activ6es conservent leur activit6 pendant  plus d 'un  
mois 5, - - 1 5  °, ou encore apr~s 6 jours de dialyse centre une solution tr~'s dilu6e de 
KC1, ou plusieurs heures centre une solution de pyrophosphate  de soude io-"  3I, ,t 
pH 8.o, conditions qui inactivent trbs rapidement  l 'hydroxylamine-r6ductase de 
Neurospora crassa ~. Cette rdsistance est celle de l 'hydrog6nase elle-m~me, et contraste 
avec la sensibilitd de l 'enzyme isoff ' par ZUCKER ET N,\So.~ 6. 

Les rdsultats des expdriences rdalisdes avec les cellules et les extraits puriti(.s 
conduisent it consid('rer (lue, chez D. desul/uricans, le systbme transporteur naturcl 
assurant le cout)lage entre l 'activitd de l 'hydrog6nase e t l a  rdduction de l 'hwlroxvlamim. 
ne comporte qu 'un seul const i tuant ,  le cvtochrome c a. lls ddmontrent ,  eli outrc, ~]tlt' 
ce t ransporteur  naturel peut &re efl-icacement remplacd par un svst(,mc artificiel 
d 'oxydo-r&tuct ion poss&lant un potenticl convenable, et no tamment  par le benzvl- 
viologbne, dent  le potentiel (E 0 - .0.350 V) est intermddiaire entre celui du 
cytochrome c a ( - -o .205 V)" et celui de la rdaction catalvs6e par l 'hydrogdnase 
(- o.445 V, ~t pH 7.o). 

.~. "]'t'lldltY ell CV[Od/II'OIIId C 3 dal lS  [:'S C~'[[ll/~'S dt dril ls  it'S cxtra~ls. La teneur des 
cellules en cvtochrome c a a 6ti, d&ermin(,e par les spectres d 'absorpt ion diffbrentielle 
relev6s entre une suspension bact6rienne auto-oxvd( 'e (I k 2 mg de cellules, poids sec, 
par  ml) e t l a  m6me suspension r&luite par I 'addition de quelques fragments de 
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S~O4Na , solide. Les mesures  ont  6t6 effectu6es dans  des cuves de i cm, en in t e rposan t  
en t re  les cuves et  la cellule photo-61ectrique un 6cran diffusant ,  su ivant  la technique  
que SHIBATA, BENSON ET CALVIN 1 ont  pr6conis6e pour  la spec t rophotom6t r ie  des 
suspensions cellulaires denses. +0.2 

i i i i 

,_~o.I 

~ o 

Fig. 1. Spectre diff~rentiel d'une suspension de la souche 
Gaz 54 (1.o5 mg de bact~ries, poids sec, par ml), en tampon -o.1 
phosphate M/z 5 (pH 7.o). Densit6s optiques, de la sus- 
pension r6duite par l'hydrosulfite mesur~es par rapport 5. 
celles de la suspension oxyd6e, prise comme r6f6rence. - 0 . 2  i i i t 

~50 500 550 600 
~g theu r  d ' o n d e  en m)J 

Sur les spectres  diff6rentiels ainsi  obtenus  (Fig. i ) ,  la l igne de base  n 'es t  pas  
r igoureusement  rect i l igne et ne se confond pas  avec le z6ro, mais  pr6sente une obliqui t6 
assez accus6e. De ce fait ,  il est difficile de d6 te rminer  avec une pr6cision suffisante 
la  concent ra t ion  en cy tochrome d ' aprbs  l ' abso rp t ion  diff6rentiel le cor respondant  au 
m a x i m u m  de la  bande  a (552 m/z). L ' ince r t i t ude  sur la  posi t ion de la ligne de base  a 
6t6 61iminfe en mesuran t  la t eneur  en cy tochrome d 'apr~s  la  somme a r i thm6t ique  des 
absorp t ions  diff6rentielles m a x i m a  pour  les bandes  7 de la forme oxyd6e (404 m/z) eL 
de la forme r6duite  (419 mtz). Cet te  m6thode  assure une bonne  reproduct ib i l i t6  des 
mesures  et ,  dans  ces condi t ions,  le coefficient sp6cifique d ' absorp t ion ,  mesur6 avec 
une s~rie de solut ions t6moins  de cy tochrome c 3 purifi6, est esp = 25.2 × mg -1 × cm-L  

Les teneurs  en cy tochrome dans  les cellules des deux souches Gaz 54 et  E1 
Aghei la  Z sont rappor t6es  sur le Tab leau  I I .  En  ce qui concerne E1 Aghei la  Z, la  va leur  
t rouv6e est sensiblement  double  de celle que POSTGATE s a relev6e pour  la  inSme 
souche, en employan t  une technique  de mesure  diff6rente. Quoi  qu ' i l  en soit ,  il est 
s ignificat if  que les cellules de ce t te  souche, dont  l ' ac t iv i t6  hydrog6nas ique  est tr~s 
faible  (--QH2 = 200) et qui est t rois  lois moins  act ive k l '6gard  de N H 2 0 H  que la  
souche Gaz 54, cont iennent  6galement  t rois  fois moins de cy tochrome  c z. 

Dans  les ex t ra i t s  b ru t s  p rovenan t  de l ' au to lyse  des bact6r ies  s6ch6es, on ne 
re t rouve  que 3 k 4 % seulement  du cy tochrome c~ contenu p a r  les cellules ext ra i tes .  

TABLEAU II 

T E N E U R  D E S  C E L L U L E S  E N  C Y T O C H R O M E  C 3 

Souche 
Densitd bactdl, ienne 

de la suspension 
(mg/ml) 

Absorptions diffdrentielles Teneur en cytochrome c3 

As 7o z As ?reel l~g/mg m/*U/mg 
(405 m#) (4zO mr*) 

Gaz 54 2.1o 0.270 0.380 12.2 0.94 
Id  ° 1.o 5 o.126 o.176 11. 4 0.88 

E1Aghe i l a  Z i .88 0.053 o.126 3.8 0.29 

Condi t ions  exp6r imen ta l e s  : Bac t6r ies  cul t iv6es  en mi l ieu  usuel,  lav6es ~t deux  reprises  et  mises  
en suspens ion  dans  du t a m p o n  p h o s p h a t i q u e  M / I 5 ,  ~t p H  7.9. Densi t6s  bac t6r iennes  expr im6es  en 
mg  de cel lules (poids sec) pa r  ml. Spect res  diff6rentiels  relev6s en t re  deux  cuves  de I cm, dans  
l ' u n e  desquel les  le cy toch rome  est  r6dui t  pa r  une faible q u a n t i t d  de S204Na 2 solide. 
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Comme on l ' a  d~jh indiqud,  la  to ta l i td  du cy tochrome prdsent  dans  ces ex t r a i t s  b r u t s  
se r e t rouve  dans  les surnageantg  de la  p rdc ip i ta t ion  pa r  le sulfate  d ' a m m o n i u m  et les 
ex t r a i t s  purifids en sont  compl~tement  d6pourvus.  

4. Action du benzyl-violog~ne sur la r~duction de l'hydroxylamine par les cellules 
d' autres esp~ces bact~riennes poss~dant une hydrog~nase. Ces expdriences ont  dtd rdalisdes 
avec les organismes suivants ,  dont  les souches nous ont  6td a i m a b l e m e n t  communiqudes  
p a r  le Dr. A. R. PRI~VOT et pa r  le Dr.  J. MONOB, de l ' I n s t i t u t  Pas t eu r :  Proteus vulgaris 
(244), Aerobacter aerogenes (L III-i), Escherichia coli (ML 321) et Welchia per/ringens 
(Ctostridium welchii) (I.P.). 

P. vulgaris a dtd cultiv6 sur  le mi l ieu  et  dans  les condi t ions  employdes  pa r  
KRASNA ET RITTENBERG 9 pour  r d t u d e  de la  n i t r a t a se  de ce germe. Les aut res  bactdr ies  
ont  dt6 cult iv6es en boui l lon glucosd ordinaire .  L ' ac t iv i td  des suspensions non prolifd-  
ran tes  k l '6gard  de N H , O H  a dtd ddterminde sous a tmosphere  d 'hydrog6ne ,  avec et  
sans add i t i on  de benzyl-violog~ne ( io  -~ M).  

En l ' absence  de benzyl-violog~ne (Tableau III), aucun des qua t re  organismes  
dtudi6s n 'es t  compl~tement  inac t i f  ~t l 'dgard  de l ' h y d r o x y l a m i n e ,  b ien que, pour  
cer ta ins  d ' en t re  eux et  en pa r t i cu l i e r  pour  A. aerogenes, l ' ac t iv i td  soit ,  dans  ces 
condi t ions,  ex t rSmement  faible ( - -QrI2  = 5). D ' a u t r e  par t ,  l 'effet  du benzyl-violog~ne 
est trSs var iab le  d 'une  bactdr ie  k l ' au t re .  I1 est nul  avec P. vulgaris et plus ou moins  
marqud  avec les au t res  esp~ces. Dans  le cas d 'A.  aerogenes, la  r6duct ion de l ' h y d r o x y l -  
amine  est 14 fois plus rap ide  en prdsence de benzyl-viologbne et la vi tesse de ce t te  
rdact ion devien t  dgale k celle de l ' ac t iv i td  hydrogdnas ique  elle-m6me. 

TABLEAU III  

INFLUENCE DU BENZYL-VIOLOG]~NE SUE LA EI~DUCTION DE L'HYDROXYLAMINE PAR LES SUSPENSIONS 
DE DIVERSES BACT~RIES POSSEDANT UNE HYDROGENASE 

Organisme 
A ctivit~ 

hydrogdnasique* 

(--QHz) 

Activitd hydroxflamine-rdduaase** 
(--OH,) 

+ B V  
sans (0.2 #tool./ 

addition manom~tre) 

Proteus vulgaris 244 143 34.6 34-6 
A erobacter aerogenes L III-I  8o 5.3 71 
Escherichia coli ML 321 - -  io.8 47 
Welchia per/ringens IP 51o 31 60 

Expdriences rdalisdes avec des suspensions non-prolifdrantes, dans les conditions habituelles : 
tampon phosphatique M/I 5, pH 7.4, t: 37 °, atmosphere d'H v 

* Activitd hydrogdnasique mesurde dans des syst~mes ne contenant pas de NH2OH et off 
l'accepteur d'hydrog~ne est constitu6 par 20/tmol. de benzyl-violog~ne (BV). 

**Activitd hydroxylamine-rdductase mesurd dans des syst~mes contenant 1o /zmol. de 
NH2OH ~ 0.2 /tmol. de BV. 

I I .  Nature du syst~me enzymatique r~alisant la r~duction de l'hydroxylamine aux d~pens 
de l'hydrog~ne mol~culaire 

En t enan t  compte  du fai t  que le cy tochrome c 3 est une h6moprot6ine  bifonc- 
t ionelle  2, con tenan t  deux g roupements  h~me pa r  moldcule,  le couplage assur~ pa r  ce 
t r anspo r t eu r  na tu re l  en t re  l 'hydrog6nase  et  l ' h y d r o x y l a m i n e  peut  ~tre reprdsentd 
sch6mat iquement  de la mani~re su ivan te :  
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He b_ydrogdnase ~- 2H + + 2e (I) 

2H~ + 2e + Cvt-2 Fe*+¢--+ Cyt-2 Fe +~ + 2H + (2) 
('vt 2 l"e ~+ q 2H ~ -k NH2OH + ('yt-2 f:e +~ ~ + NH~OH (3) 

La r6duction du benzyl-viologbne correspond "~ la fixation d 'un  seul 61ectron par  
mol6cule d ' ind ica teur  TM et, dans le cas des systbmes catalys6s par ce t ranspor teur  
artificiel, les r6actions (2) et (3) sont remplac6es par:  

2 H  ÷ @ 2e + 2I'}V i ------> 2173V + 2 H  + (4) 
e t  2t~V q- 2 H  ~ q N H 2 O H  -~-2BV + q N H ~ O H  (5) 

I1 convient  de se demander  si les r6actions (3) et (5) sont catalys6es par un  enzyme 
spbcifique, c'est h dire par une hydroxylamine-r6ductase,  ou si elles sont de na ture  
purement  chimique. Pour  61ucider ce point,  la vitesse de r6oxydation par l 'hydroxyl-  
amine du ferro-cytochrome c a et du benzyl-violog6ne r6duit (BVH) a 6t6 6tudibe 
compara t ivement  en presence et en l 'absence de l 'extrai t  bact6rien. En  ce qui concerne 
le cytochrome, ces exp6riences ont fit6 r6alis6es en tubes de Thunberg  et ~ pH 7.4, dans 
des syst6mes con tenan t  o.5 ml d 'ex t ra i t  bact6rien et 7.5 m/xU de cytochrome ca par  ml. 
I.es tubes sont remplis d 'hydrogene et l ' examen spectroscopique montre  l ' appar i t ion 
presque immddiate  de la bande a du ferro-cytochrome (552 m/x), r6duit par l 'hydro-  
gdnase. I . 'hydrog6ne est alors (~vacud, afin d 'arrSter  l 'activitd hydrog6nasique du 
syst(me. Une autre s6rie de tubes de Thunberg  est pr6par6e, dans laquelle l 'extrai t  est 
omis et le cytochrome est r6duit chimiquement ,  sous vide, par une faible quant i t6  
(0.2 /,111ol.) d 'hydrosulf i te  de soude. Dans les deux sdries de tubes, le renversement  
d 'un  diverticule latdral con tenan t  2o/xmol. de NH~OH d6termine presque instantan( ' -  
ment ,  la dispari t ion complbte de la bande  a du ferro-cytochrome. 

Si on modifie les condit ions exp6rimentales en n '6vacuant  par l 'hydrogane,  c'est 
h dire en in t roduisant  l ' hydroxylamine  dans des sysff'mes ou l 'hydrog6nase cont inue 
~t exercer son activit6, la dispari t ion de la bande a est n6anmoins  ins tantan6e  et 
permanente ,  ce qui montre  que, dans les systOmes complets et en 6tat d 'dquil ibre 
dynami.que, la quasi-total i t6 du cytochrome se trouve sous forme oxyd6e. 

Ces exp6riences ont 6t6 reprises spectrophotom6tr iquement  en mesurant  "5. 
552 mt~, avan t  et aprbs addi t ion de 2o /xmol. de NH2OH, la densit6 opt ique d 'une  
sohltion de cytochrome c a pr6alablement  rdduite par S20~Na ~. On a constat6 que la 
r( 'oxydation chimique du ferro-cytochrome est compl6te (Fig. 2), et trop rapide pour  
(lne sa vitesse puisse ~tre mesur6e, du moins avec les concentrat ions en cytochrome 
(hint on peut actuel lemcnt disposer, to , , , , 

l"ig. 2. l{doxydation chimique du ferro-cytochr(mle c et du ~" 
ferFo-cvtochrome c a par Yhydroxvlamine. (x) solution de g" 
cytochrome c oxvd6 (325 I*g/ml), (2) la m6me solution .~0~ 
rdchlite par l'hydrosulfite, (3) solution (le cytochronle c a 
(loo itg/ml), auto-oxydde, (4) la m6me solution rdduite par 
l'hydrosulfite, a.es spectres relevds sur les cures 2 et 4 
apr6s introduction (le o.1 retool. (le NH2OH seconfondent 
I'X~lt'l('llHqlt HVOC C( ' I IN  ( lOS C I IV ( 'S  tt:ll/oins CO1TOSJ)Oll(I~HIt(~s 

(J el  3) .  ~0 
kmOue~r d'on~ en mja 

I)ans le cas du benzyl-violog6ne, par contre, la vitesse de r6oxydation du trans- 
por teur  r6duit, bien qu'elle soit encore tr6s grande, a n6anmoins  pu ~tre estim6e de 
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fa~on plus pr6cise ~. l'aide de deux s6ries de tubes de Thunberg analogues ~. ceux qui 
ont 6t6 employ6s pour le cytochrome, mais oh ce dernier 6tait remplac6 par lO ~mol. 
de benzyl-violog6ne et oh la quantit6 de NH.,OH introduite dans les diverticules 
latfraux 6tait port6e 5. 6o #mol. Les concentrations finales en BVH et en NH2OH 
6taient respectivement 3 . 3 . I o - 3 M  et 2o-Io -a M. La r6oxydation du BVH par 
l 'hydroxylamine est compl6te et aussi rapide en l'absence qu'en pr6sence de l'extrait. 
A 37 ° et dans les conditions d6crites, sa vitesse moyenne est de l'ordre de 2IO p.mol./h. 
Les analyses chimiques effectufes en fin d'exp6riences montrent que la r6oxydation 
des !o p.mol, de BVH correspond 5. la r6duction en ammoniaque d'une quantit6 
6quivalente d'hydroxylamine (5 vmo!.). 

Dans une s4rie d'exp6rienees compl6mentaires, on a constat6 que les extraits de 
D. desul/uricans n'oxydent pas le DPNH en pr6sence d'hydroxylamine dans les 
conditions employ6es par ZUCKER ET NASON 6 et ne contiennent done pas l 'enzyme que 
ces auteurs ont extrait de N. crassa. D'autre part, les extraits ne r6duisent pas le 
DPN sous atmosph6re d'hydrog6ne et ne r6oxydent pas le DPNH en pr6sence de 
ferri-cytochrome c a. Ces r6sultats n6gatifs d6montrent l'absence d'enzymes transf6rant 
sur le coenzyme I l'hydrog4ne activ6 par l'hydrog6nase, ou jouant pour le cytochrome 
c a une fonction analogue ~t celle de la DPN-cytochrome c r4ductase de MAHLER el al. 11. 

Le fait que l 'hydroxylamine r6oxyde le ferro-cytochrome c a et le BVH aussi 
rapidement en l'absence qu'en pr6sence d'extrait 61imine l'hypoth6se suivant laquelle 
ces r6actions seraient catalys6es par une hydroxylamine-r6ductase sp6cifique. En 
d6finitive, les extraits de D. desul/uricans r6duisent NH2OH aux d6pens de l'hydrog6ne 
mol6culaire suivant un m6canisme dont le seul facteur enzymatique est l'hydrog6nase. 
Le cytochrome Ca et le benzyl-violog6ne r6duits par l'hydrog6nase fonctionnent comme 
des transporteurs non-sp6cifiques et sont chimiquement r6oxyd6s par l 'accepteur 
final, c'est ~t dire par l 'hydroxylamine qui est r6duite en ammoniaque. 

I1 6tait int6ressant de v6rifier si ce mode de r6oxydation chimique par l 'hydroxyl- 
amine est particulier au cytochrome ca, ou s'il s'observe 6galement avec d'autres types 
de cytochromes. On a pr6par6 dans ce but un 6chantillon de cytochrome c extrait et 
purifi6 "t partir du coeur de boeuf par la technique de KEILIN ET HARTREE a. Les 
rdsultats obtenus montrent que le ferro-cytochrome c r4duit par l'hydrosulfite est 
complC, tenmnt r('oxyd( par l 'hydroxylamine (Fig. 2). Cependant, sa rdoxydation, 
mesur(,e sl+ectrotHiotom(,triquenmnt ~'t 548 in/z, n'est pas instantan0e comme celle du 
cvtochrome c a. l)ans le svstt',me consid6r(,, contenant 75 m/~U de ferro-cytochrome c et 

E~+I.0 I i i i 

. ) ' ,  ,0 J 
minutes 

Fig.  3. \ ' i t e s s e  (le la r O o x v d a t i o n  c h i m i q u e  d u  f e r r o -  
c v t o c h r o m e  c p a r  l ' h y ( h - ( ~ x y l a n l i n e . . M e s u r e s  s p e c t r o p h o t o -  
n16tr i ( lues  e f f e c t u d e s  ( l ans  des  c u v e s  d e  I c m ,  A 548  m/~ 
e t  f~ la t e m p 6 r a t u r e  d u  l a l ) o r a t o i r e .  S o l u t i o n  d e  c y t o -  
c h r o m e  c (37 ° t t g / m l  en t a m p o n  p h o s p h a t e  . l l /z.5,  p H  7.4 .  
(1) ( ' l iVe "t','qll(>hl c()ntt'll~_tnt h" cvt( )chrol l l ("  oxvdt4:  (2) 
CIIV(' Itt"ll/llill ColltClll tnt Ic CVtl}L']ll'l)lll(' qlx\ 'd( '  o[ IOO tl l l lol .  
de  N l l a ( ) l [ :  (3) c l t \ ' e  c c m t c n a n t  h' c \ ' tociu-(>me r d d u i t  p a r  
I ' h \ ' d r ( ) su l l i t v  c t  ( ]ans  l a q u e H c  o n  a i n t r o d u i t ,  a u  t e m p s  

zOr. ,  t o o  /,,rnol. ,.le NII :~OH.  

IOO/mlol. de NH._,OH, la vitcsse de r('oxvdation (Fig. 31 est smdement de o.75/xnlol, ql. 
Cette diffdrence de comt~ortenwnt entre les dcux cvtochromcs cst tr('s vraiseinblable- 
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t 
ment like k la diff6rence de leurs potentiels d'oxydo-r6duction dont les E o, 5, pH 7.0, 
sont respectivement de 0.254 V pour le cytochrome c 12 et - -o .205 V pour le cyto- 
chrome c a 2. 

I H .  Cindtique de la rdduction de l 'hydroxylamine par les extraits 

I. Influence de la tcmpdrature et dnergie d'activation. L'influence de la temp6rature 
sur l 'activit6 a 6t6 d6termin6e avec les cellules enti~res et les extraits de Gaz 54, entre 
+ 2 1  ° et + 5  °0 k intervalles de 5 °. 

Sur les graphiques repr6sentant le logarithme de l 'activi% (log10--QH~) en 
fonction de l 'inverse de la temp~rature absolue (1/7"), les.points exp6rimentaux se 
placent sensiblement sur des droites (Fig. 4), et les syst~mes 6tudi~s suivent la loi 
d'Arrhgnius avec une bonne approximation. A partir  des dr.oites les plus probables, 
trac6es par la m6thode des moindres carr6s, les inc%ments critiques de temp6rature 
(/~) ont ~t~ calculus suivant la relation classique: ~,0 v 

d (log10 - -  QH2)/d = - -  o,219 /~. a.9 ~ 0,\ \  

Fig. 4- D~t~rmination graphique de l ' incr~ment critique de tem- 2.s :0D ~ " ~ k ~  o ~  
p6rature (#). En abcisses sont port6s les inverses de la temp6rature i l  , ~ ~  x ~  x\ 
absolue (I/T) et en ordonn6es les logarithmes d e - - Q H v  (I) extrai t  x 
purifi6 et r6activ6 par  le benzyl-violog~ne (3.3" Io-5 M), en pr6- 2a \ ~ \  
sence de NH~OH (3.3"IO-a 31. (2) extrai t  b ru t  en pr6sence de 
NH2OH 3.3.1o -8 31, (3) activit6 hydrogSnasique d 'un  extrait  
brut,  mesur6e en l 'absence de NHzOH, dans des systbmes con- 

t enan t  ioo/~mol, de benzyl-violog~ne. . i 
t 2  a~ ~4  

lIT x 10 4 

Avec les suspensions de bact~ries enti~res et les extraits bruts, c'est k dire dans 
les conditions oh le t ransporteur d'hydrog~ne est le cytochrome %, les valeurs de (t~) 
relev~,es sont respectivement 8,500 et 9,000 calories (Tableau IV). On obtient sensible- 
ment la m6me valeur (9,700 calories) pour les syst~mes r6alis6s avec des extraits 
purifi6s et dans lesquels le transport  de l 'hydrog~ne est assu% artificiellement par une 
quantit6 catalytique de benzyl-violog~ne (o.I t, mol./manom~tre). Cette identit6 des 

TABLEAU IV 

I N F L U E N C E  DE LA T E M P E R A T U R E  

Syslkmes Q,o 
Incrdment critique Erreur-type 

de tempdrature d'estimation 
(l*) (calories) (a xy)  

I. Bact6ries enti6res + NH2OH L47 8,568 " 4 °.6 
2. Ext ra i t  brut  + NH~OH 1.62 9,249 h 38.8 
3. Ext ra i t  purifi~ + NH2OH + B\' 1.62 9,72I -L 9 2 .8  

4. Ext ra i t  purifi6 + BV 2.55 17,36o :L 27.6 

Exp6riences effectu6es avec des suspensions et des extraits  de la souche Gaz 54; Q10 relev6s 
entre + 33 ° C et +43  ° C,/~ pH 7.4 ( tampon phosphatique).  Syst~mes (2) : extrai t  brut  contenant  
du cytochrome ca; (3): extrai t  d6pourvu de cytochrome et reSactiv6 par l 'addit ion d 'une quanti t6 
catalyt ique (o.i /zmol./manombtre) de benzyl-violog~ne (BV); (4): activit6 hydrog6nasique 
mesur6e en l 'absence d 'hydroxylamine et en pr6sence de benzyl-violog~ne (lO 5 #mol. /mano- 
m~tre). 
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increments thermiques parait indiquer que, dans les deux types de syst~mes, l'activit6 
est limit~e par la mSme r6action. La r~action limitante n'est manifestement pas celle 
qui est catalys~e par l'hydrog~nase. En effet, dans les syst~mes ne contenant pas 
l 'hydroxylamine et oh on mesure l'activit~ hydrog6nasique en presence de benzyl- 
violog~ne (3.5-IO -2 M) comme seul accepteur, on relive une valeur de (/~) tr~s 
diff6rente et sensiblement double des pr6c6dentes (17,ooo calories). II est vraisemblable 
que l'activit6 ~ l'6gard de NH2OH soit r6gie, quelque soit la nature du transporteur, 
par l'6tape purement chimique du m6canisme d6jk analys6. Cette interpretation 
concorde avec le fait que les valeurs de (/~) relev6es pour ces syst~mes sont remarquable- 
ment faibles par rapport ~ celle de l'hydrog6nase et par rapport ~ celles qui 
caract6risent, d'une mani~re g6n~rale, les r~actions enzymatiques ~3. 

2. Influence de la concentration en extrait. La vitesse de consommation de l 'hydro- 
g~ne en pr6sence de NH,OH (3.3.1o -8 M) est proportionnelle ~ la concentration 
d'extrait  brut contenant du cytochrome. Cette proportionnalit6 est tr~s sensiblement 
lin6aire dans toute la gamme des concentrations 6tudi6es (Fig. 5). 

m m  3 H Z 
i i i 

60o  

soo  

~0G 

1o0 

l i e  

10( 

O..5 1.0 1,5 
¢ m  3 d ' e x P ~ l $  

Fig. 5- Activitd (mm 3 d'Hz consommes par heure 
et par manom~tre) de syst~mes contenant des 
quantit6s croissantes d'extrait brut et une con- 

centration fixe en NH2OH (3.3" IO-3 M). 

6(X 

S~ 

3OO 

.~3 d ' e x r r ~ t  

Fig. 6. Activit~ de syst~mes contenant des 
quantit6s croissantes d'extrait purifi6 et des 
concentrations fixes de benzyl-violog~ne 

(2.2- io-SM) et de NH2OH (3.3" lO-3 M). 

Ainsi qu'on l 'a d6j~ indiqud, les extraits purifi6s par le sulfate d'ammonium sont 
totalement inactifs. Si on les r6active par addition de cytoehrome cj (1.3" lO -6 M) ou 
de benzyl-violog6ne (2.2-lO .5 M), leur activit6 est directement proportionnelle "X la 
quantit6 d'extrait contenue dans les syst~mes (Fig. 6). 

3. Influence de la concentration en hydroxylamine. Si oi1 maintient constante la 
quantit6 d'extrait et si on fair varier la concentration de NH2OH entre la limite 
inf6rieure que permet la sensibilit6 des mesures manom6triques (environ I /zmol./ 
manom~tre) et la valeur pour laquelle d6bute l'inhibition (2. lO -2 M), on constate que, 
dans le cas des extraits bruts, l'activit~ demeure constante (Fig. 7)- 

Ce comportement n'est pas dfl ~ la saturation de l'hydrog6nase mais ~ celle du 
transporteur d'hydrog~ne, c'est ~ dire du cytochrome cs dont on a vu que la teneur 
dans les extraits bruts est relativement tr~s faible. En effet, l'activit6 de la m8me 
quantit6 d'extrait  brut, dans des syst~mes o/1 la teneur en transporteur est artificielle- 
merit compl~t6e par l'addition de benzyl-violog~ne 4.4" IO-S M, crolt avec la concen- 
tration de l 'hydroxylamine en tendant asymptotiquement vers une vitesse limite 
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(Fig. 7)- La concentration en hydroxylamine qui assure la moiti6 de la vitesse limite 
est ind6pendante de la quanti% d'extrait et la valeur num6rique moyenne de cette 
constante, 6tablie par la m6thode graphique de LINEWE~WER ET BURK ]4 sur une s6rie 
de plusieurs exp6riences (Fig. 8), est : ks 4-3" IO-3 M. 

4. Influence de la concentration en transporteur. Dans les systSmes contenant une 
concentration fixe en extrait purifi6 et en substrat (NH2OH 3.3" IO-3 M) et des con- 
centrations croissantes en benzyl-violog6ne, l'activit6 tend 6galement vers une limite 
(Fig. 9) qui exprime la saturation des syst6mes par le transporteur artificiel. La con- 
stante correspondante, d~termin~e par le pr0c~d~ de LINEWEAVER ET BURK 14 ~t partir 
de deux experiences diff6rentes (Fig. IO), est: kt ~ 2. 9" IO -5 M (-¢- 7 %). 

Les constantes ks et kt d6finissent la cin6tique des syst~mes catalys~s par le 
benzyl-violog&ne ind6pendamment de leur concentration en extrait. Elles pr6sentent 
donc une certaine analogie avec des constantes de Michaelis, mais on ne peut cependant 

- p H  

300 

200 

t00 

NH~OH 

Fig. 7. Act ivi t~ en fonc t ion  de la c o n c e n t r a t i o n  
en  s u b s t r a t .  Syst&mes  c o n t e n a n t  une  q u a n t i t d  
f ixe  d ' ex t r a i t .  Courbe  ( - - @ - - I  ): e x t r a i t  
brut ,  non-ac t ive ;  courbe  ( - - O - - O - - ) :  ex t ra i t  
b r u t  act iv6 par  une  c o n c e n t r a t i o n  un i fo rme  de 

benzyl-violog&ne (4.4' I ° -5  M). 

I /V 
L J , I i i i i 

K $  . 4 . 6  x 10 .3 

' ~..102i ~..~21 /~,021 elx10 i 10 =.102 
1/c 

Fig. 8, D~t~rmina t ion  g r aph ique  de ks. E n  
a b c i s s e s  s o n t  portds  les i n v e r s e s  de la concen-  
t r a t i on  moMculaire  de NH2OH,  et  en ordonn6es  
les i n v e r s e s  de - - ~ I 2  ( i /v) .  Droi te  t rac6e pa r  la 

m 6 t h o d e  des mo ind re s  carrds. 

mm3~ 2 

~O i i I 

400 ~ "  

~0  

2 0 0  

100 

I 
s.lo-S ~L.~ M i.sll{ 

benzyl - vi~ne 

Fig. 9- Act iv i td  en fonc t ion  de la concen t ra -  
t i ( )n  cn  I ) c n z y ]  viologbne. ,~vstbmes c o n t e n a n t  
tics quan t i tSs  tixes d ' c x t r a i t  purifid et de sub-  

s t r a t  (NH2OH 5.3" Io-3 M). 
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I~'ig. Io. D6 te rmina t i on  g raph ique  de kt. E n  
abc i s se s  s o n t  por t6s  les  i n v e r s e s  de la concen-  
t r a t i on  moMculai re  du benzyl-violog~ne et  en 
ordonn~es  les inver, es de - - ~ i ~  z ( i /v) .  Les  
droi tes  (I) et  (2) co r r e sponden t  A deux  s6ries 
de s y s t ~ m e s  c o n t e n a n t  c h a c u n e  une  q u a n t i t 6  
diff6rente d ' e x t r a i t  purifi6, l )roi tes trac6es  par  

la m 6 t h o d e  des  mo ind re s  carr6s. 
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pas leur attr ibuer la mSme signification. On doit se borner ~ consid6rer qu'elles 
expriment l'influence respective de la concentration en substrat et de la concentration 
en transporteur sur l 'activit6 de syst6mes complexes Oil s'~tablit un 6quilibre 
dynamique entre la vitesse de la r~duction du transporteur par l 'hydro@nase et celle 
de sa r6oxydation chimique par l 'hydroxylamine. D'autre  part,  il convient de souligner 
que.les valeurs num6riques de ks et de kt qui ont 6t6 d6termin~es ne s 'appliquent pas 

un syst~me quelconque, mais seulement aux syst+mes o/1 elles ont fit6 6tablies. I1 est 
6vident, en effet, que la valeur num6rique de ks crolt proportionnellement ~ la concen- 
tration en transporteur et qu'une relation analogue existe entre kt et la concentration 
en substrat.  

I1 aurait  6t6 int6ressant de d6terminer comparat ivement ks dans des syst6mes 
r6activ6s par le cytochrome ca, mais on a constat6 que l 'activit6 des extraits purifi6s 
demeure directement proportionnelle ~ la concentration en cytochrome (Fig. i i ) ,  
lorsque celle-ci est comprise entre 9" IO-7 et 6- io -~ M, (11. 7 ~ 78/~g/ml). Pour saturer 
les syst~mes en cytochrome, il serait n6cessaire d 'employer des concentrations 
beaucoup plus ~.lev6es que ne le permettent  les quantit6s 
de cytochrome actuel!ement disponibles. 

F i g . . l i .  Influence du cytochrome c 3 sur  l 'activit6 d 'un  ext ra i t  
purifi6. En  abcisses sont  port6es les concentra t ions  mol6culaires 
du cy tochrome c 3 et en ordonn~es les activit6s exprimdes en m m  3 
d 'Ho consomm6s par  heure et par  systSme. Ex t ra i t  purifi6: o. 3 ml 

par  manom~tre ;  NH~OH 3-3" lO-3 ~14. 

rnm'S H~ 

/ 
i 

4 0 0  

3 0 0  

10(] 

/ 
e 

i I i t i t i i I 
'10 - 6  M G x t O ' 6  M 40 - !  

concentration en cytochr'ome C 3 

5. Eflcacitd relative du cytochrome Ca et du benzyl-violog~ne comme transporteurs 
d'hydrog~ne. Cette comparaison a 6tfi faite en mesurant l 'activit6 de syst6mes mano- 
m6triques contenant un volume fixe d 'un m~me extrait tmrifi6 et une quantitd 
constante de NH2OH (IO t, mol.), en prdsence de 50 #g (o.131 /xmol.) de benzyl- 
viologOne ou de 50 t*g (3.84 m/xU) de cytochrome c a. Dans ees conditions, les vitesses 
de r6action, exprimdes en mol6cules d'hydrog6ne transport('es par minute et par 
mol6cule de transporteur, sont de 33-4 pour le cytochrome et 1. 9 seulement pour le 
benzyl-violog6ne. 

Ces vitesses sont ~videmment tr(2s inf~rieures aux turnover maxima, c'ost ~'t 
dire aux vitesses qui seraient obtenues dans des syst6mes th6oriques oh le transporteur 
serait satur6 par des concentrations infinies en hydrog6nase et en substrat, mais leur 
rapport  (17.6:1) exprime cependant l'efficacitfi relative du cytochrome c a et du 
benzyl-viologbne dans des conditions comparables. 

DISCUSSION 

Le fait que les indicateurs color6s d'oxydo-r6duction peuvent r6duire clfimiquenlent 
certaines formes de l 'azote mindral a dt6 signal6, d6s I937, par A~:I~EL cta/. ~:', qui ont 
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constatd la recoloration rapide du leuco-bleu de m6thyl~ne par le nitrite, en l'absence 
de tout agent enzymatique. Par la suite, LASCELLES ET STILL TM ont 6tudi6 une souche 
d'E. coli dont les cellules ne r6duisent pas le nitrate, sous atmosphere d'hydrog~ne, 
au delk du stade nitrite. Ces auteurs ont observ6 que, si on ajoute du benzyl-violog~ne 
dans les syst~mes, les cellules de cette souche acqui~rent la propri6t6 de r6duire le 
nitrite et l 'hydroxylamine en ammoniaque. Une des hypotheses avanc6es pour 
expliquer ce ph6iaombne 6tait que le benzyl-violog~ne catalyse une r6duction non 
enzymatique des substrats azot6s, mais les exp6riences r6alis6es ne permettaient pas 
de pr6ciser si les particularit6s de la souche 6tudi6e 6taient dues ~ l'absence de 
"r6ductases" spfcifiques, 5~ l'absence d'un transporteur d'hydrog~ne convenable, ou 
encore k ces deux facteurs simultan6ment. 

Nos observations confirment que le benzyl-violog~ne r6duit par l'hydrog6nase 
est r6oxyd6 chimiquement par NH~OH. Elles montrent, d'autre part, que certains 
transporteurs naturels r6alisent physiologiquement un couplage chimique entre 
l'hydrog6nase et l 'hydroxylamine. Chez D. desul/uricans, le cytochrome c a joue ce 
r61e fonctionnel et assure la r6duction de l 'hydroxylamine aux d@ens de l'hydrog~ne 
mol6culaire par un m6canisme relativement simple, ne comportant pas d' "hydroxyl- 
amine-r6ductase" sp6cifique et dont le seul facteur enzymatique est l 'hydrogfnase. 
Dans ce syst~me, NH~OH a un r61e comparable k celui de l'oxyg~ne qui, ainsi que 
l'a montr6 POSTGATE 2, r6oxyde chimiquement le cytochrome c ae t  assure, chez ces 
bactdries ana6robies, la possibilit6 d 'un couplage entre H~ et 02. 

On peut s'attendre a priori ~ ce que ce mode de r6duetion de l 'hydroxylamine ne 
soit pas particulier aux bact6ries sulfato-r6ductrices mais soit r6alis6 par tout organisme 
poss6dant une hydrog6nase, h la condition que soit pr6sent un transporteur naturel 
ou artificiel convenablement choisi. Corr61ativement, il est vraisemblable que, parmi 
les bact6ries hydrog6nasiques, celles qui sont incapables de r6duire NH~OH aux d6pens 
de l'hydrog~ne mol6culaire doivent ce caract{~re ~ l'absence d'un transporteur naturel 
ayant le potentiel d'oxydo-r6duction requis, et non pas h l'absence d'une hydroxyl- 
amine-rdductase. Les r6sultats des exp6rienees r6alis6es avec d'autres esp~ces bact6- 
riennes a6robies ou ana6robies, et notamment l 'activation consid6rable des suspensions 
d'A. aerogenes par le benzyl-violog~ne, sont en faveur de cette interpr6tation, mais 
elles ne sont cependant pas concluantes, du fait qu'en l'absence de benzyl-violog&ne 
aucun des organismes dtudi6s n'est absolument inaetif ~ l'6gard de l'hydroxylamine. 

I1 convient de souligner que les hydroxylamine-r6ductases individualis6es au 
eours de ces derni~res anndes ont 6t(~ exclusivement raises en 6videnee dans des 
eellules et des extraits qui r6duisent NH2OH aux d6pens d'un donateur organique 
d'hydrog~ne, par un processus coupl6 avec les pyridine-nucl6otides et les d~shydro- 
gdnases. La r6duetase extraite de Bacillus pumilis par TANIC~UCHI et al. 1~ est ainsi 
coupl6e avec la formico-d6shydrog6nase. Les pr@arations obtenues k partir de 
Bacillus sublilis par I{LAUSMEIER ET B:\RD TM contiennent une alcool-d6shydrog6nase 
et catalysent la rdduet;on de l 'hydroxylamine en ammoniaque aux ddpens du 2,3- 
butane-diol, du glucose-6-phosphate ou du DPNH. ZUCKER ET NASON 6 ont 6tudi6 de 
fagon tff:s compl6te le couplage entre les pyridine-nucl6otides et l 'hydroxylamine par 
la rdductase de N. crassa. Pour cet enzyme, le DPNH est un donateur d'hydrog6ne 
deux fois plus effmace que le TPNH et l'activit6 est fortement accrue par le FAD, 
mais n'est pas modifide par le FMN. Il est, d'autre part, vraisemblable que l'activit6 
est lide ~t la prdsence d'un m6tal, mais celui-ci, ~ la diff6renee de ce qui a dt6 ~tabli pour 
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la nitratase et pour la nitrite-r6ductase du m~me organisme, n'est pas le molybdOne. 
La nature enzymatique de la r6action a 6t6 d6montr6e par le fait que le DPNH n'est 
pas r~oxyd6 par NH2OH en l'absence de l'extrait, m~me lorsque les syst~mes sont 
compl6t~s par l'addition de FAD. 

Les tentatives que nous avons faites afin de d6celer chez D. desulJuricans un 
couplage analogue entre les pyridine-nucl~otides et la r6duction de l 'hydroxylamine 
ont 6t~ entibrement n6gatives. Les extraits ne r6oxydent pas le DPNH en pr6sence de 
NH2OH, ne r6duisent pas les pyridine-nucl6otides k partir de l'hydrog~ne mol6culaire 
et ne contiennent pas de DPNH-cytochrome c a r6ductase. Enfin, on a v6rifi6 qu'en 
l'absence d'extrait, le FAD r6duit chimiquement n'est pas r6oxyd6 par l 'hydroxyl- 
amine. 

I1 est remarquable que, malgr6 ces diff6rences, la cin6tique de la r6duction de 
NH2OH soit pratiquement identique dans le cas de D. desul/uricans et clans celui de 
N. crassa. ZUCKER ET NASON 23 ont d6t6rmin6 les constantes de Michaelis de leur 
hydroxylamine-r6ductase pour le substrat d'une part et pour le DPNH de l'autre. 
Les valeurs qu'ils ont trouv6es sont respectivement Km = 3.8"1o -3 M e t  Km = 
7" 1°-5 M, c'est ~ dire remarquablement proches de celles que nous avons nous m~mes 
obtenues pour les constantes ks (4.3" lO-3 M) et kt (2.9" lO .5 M) des syst~mes activ6s 
par le benzyl-violog~ne. 

En ce qui concerne le r61e fonctionnel du cytochrome c a comme transporteur 
d'61ectrons au cours de la r6duction de NH2OH, nos r6sultats confirment et compl~tent 
l 'observation d'ISHIMOTO ET KOYAMA 19 qui ont incidemment signal6 la r6oxydation 
de ce cytochrome par l 'hydroxylamine. Ils 6tendent, d'autre part, aux compos6s 
min6raux de l'azote une fonction physiologique dont POSTGATE 2 a d~j~ montr6 qu'elle 
intervient dans la r6duction des compos6s min6raux du soufre par le m6me organisme. 
Ace suj et, il est d'ailleurs possible que certains interm6diaires de la r6duction du sulfate 
en sulfure soient directement r6duits par l'hydrog6nase et le ferro-cytochrome Ca, sans 
intervention d'une r6ductase et par un processus identique k celui qne nous avons 
observ6 pour l 'hydroxylamine. 

Plusieurs auteurs ont observ~ des fairs tendant "~ d6montrer que les cytochromes 
participent au transport des 61ectrons dans la r6duction du nitrate et de ses inter- 
m6diaires par d'autres bact6ries. SATO ET EGAMI 2° ont mis en 6vidence chez E. coli 
un cytochrome b qui est r6oxyd6 par le nitrate ou par le nitrite et qu'ils ont d'abord 
identifi6 avec une r6ductase. Par la suite, S,~TO ET NIW~ 21 ont modifi6 cette premi6re 
interpr6tation et consid6r6 que le cytochrome fonctionne comme transporteur 
d'hydrog~ne interm6diaire entre les d6shydrog6nases et une r6ductase sp6cifique. 
VERNON 22 a extrait de Micrococcus denitrificans et de diff6rents Pseudomonas un 
cytochrome b~ qui est r60xyd6 par le nitrate. VERHOEVEN ET TAI(ED;\ 23 ont prdpar6 

partir de Ps. aeruginosa un cytochrome c qui est r60xyd6 par N20, NOoK et NH2OH. 
Dans le cas de ce dernier organisme, le cytochrome couple la r6duction des compos6s 
min6raux de l'azote avec les d6shydrog6nases k pyridine-nucl60tides, et les extraits 
actifs contiennent, en dehors du cytochrome et d'une DPNH-cytochrome r6ductase, 
une cytochrome-oxydase, qui catalyse la r60xydation du cytochrome par l'oxyg6ne 
et qui est sp6cifiquement inhib6e par le cyanure. I1 s'agit, par cons6quent, d'un 
syst~me diff6rent du n6tre, 0~1 intervient un cytochrome auto-oxydable 2, qui ne 
relie pas le r6duction de l 'hydroxylamine aux d6shydrog6nases mais uniquement it 
l'hydrog6nase. Les publications des auteurs pr6c6dents ne contiennent d'ailleurs qu'un 
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pe t i t  n o m b r e  de fai ts  e x p 6 r i m e n t a u x  c o n c e r n a n t  le cas pa r t i cu l i e r  de la r 6 o x y d a t i o n  

des f e r r o - c y t o c h r o m e s  pa r  l ' h y d r o x y l a m i n e  et ne  p e r m e t t e n t  pas  de dd t6 rmine r  de 

fagon  ce r t a ine  si cos r6ac t ions  sen t  ca ta lysdes  par  des e n z y m e s  spdcif iques ou si elles 

sen t  de  n a t u r e  p u r e m e n t  ch imique .  
I1 r6sul te  de nos 6xp6r iences  q u ' a u s s i  b ien  le f e r r o - c y t o c h r o m e  c que  le ferro- 

c y t o c h r o m e  ca sen t  r6oxydds  pa r  N H 2 O H  s u i v a n t  un  processus  n o n - e n z y m a t i q u e  qu i  
p a r a i t  a insi  ~tre une  propr id t6  g6nera le  des c y t o c h r o m e s  e t  m ~ m e  des hdmopro t6 ines .  

E n  effet,  COLTER ET QUASTEL 24 on t  constat( , ,  au  cours  de leur  i m p o r t a n t e  6 tude  sur  la  
conve r s ion  c a t a l y t i q u e  de N H ~ O H  en N,2 et N H  a pa r  l ' h&noglob ine ,  que  la  premiX, re 

6 tape  de la  r6ac t ion  consis te  dans  la rdduc t ion  de l ' h y d r o x y l a m i n e  en a m m o n i a q u e  et,  

s i m u l t a n 6 m e n t  l ' o x y d a t i o n  du  fer fe r reux  de l ' h&noglob ine ,  avec  f o r m a t i o n  de 

m 6 t h 6 m o g l o b i n e .  

On  p e u t  se d e m a n d e r  dans  quel le  m e s u r e  la r d o x y d a t i o n  c h i m i q u e  des ferro-  
c y t o c h r o m e s  e x p l i q u e  ~ elle seule le m f c a n i s m e  de la r6duc t ion  de  l ' h y d r o x y l a m i n e  

p a r  les mic roo rgan i smes .  D a n s  le cas du  c y t o c h r o m e  c a et des bac tdr ies  su l fa to -  

r f d u c t r i c e s  il s emble  b ien  qu ' i l  en soit  ainsi,  & a n t  donn6e  la  g r a n d e  v i tesse  de la 

r6act ion .  P a r  cen t re ,  la  r 6 o x y d a t i o n  du f e r r o - c y t o c h r o m e  c e s t  b e a u c o u p  p lus  lento  
et  il est  poss ib le  que ,  chez les o rgan i smes  poss6dan t  des c y t o c h r o m e s  du t y p e  hab i tue l ,  

d e n t  les po t en t i e l s  sen t  r e l a t i v e m e n t  61ev6s, ceux-c i  ne p e u v e n t  assurer  la  r6duc t ion  

de N H 2 O H  b~ une  v i t esse  p h y s i o l o g i q u e m e n t  s igni f ica t ive  que  si la rdac t ion  est 
ca ta lys6e  pa r  une  c y t o c h r o m e - o x y d a s e  spdcifique.  P o u r  dlucider  ce point ,  il f a u d r a i t  
que  la v i tesse  de r d o x y d a t i o n  des f e r r o - c y t o c h r o m e s  ai t  dtd mesurbe  c o m p a r a t i v e m e n t  

en prdsence et  en l ' absence  des cel lules ou des ex t ra i t s .  I)e tel les mesures  n ' a v a n t  
pas  dtd fai tes,  il est possible  que  la r d o x y d a t i o n  des c y t o c h r o m e s  b e t  c pa r  l ' h y d r o x y l -  

a m i n e  soit  un phdnombne  inc iden t ,  sans s igni f ica t ion  phys io log ique .  

RI~.MER('IEMENTS 

I.es au t eu r s  t i cnncn t  it r emcrc i e r  le l ) r . .1 .  I¢. PosT< x-r1,: pour  los prdcieux ( 'changes de 
vucs  qu ' i l s  on t  cus avec  lui au cours  de cc t rava i l .  

l~ I:]% I M i:~ 

I. j .eS extraits de Dc.,ttl/,~.ibri,~ dcsul/ttrica.s rdduisent l 'hvdroxvhmline aux ddpens de 
I'hydrogbne moldculaire par un prcmes:sus non-spdcitique at dent le soul facteur enzymatique est 
I'hydro~dnase. I.e mdcanisme de la rdaction consiste dans l~t rdduction par l'hydrogdnase d'un 
transporteur naturel d'Olectrcms, le cvt~chr~mle c a, lequel est chimiquement rdoxyd6 par 
NIIeOII, sans intervention d'une rdductase spdcifiquc. 

2. l.e benzyl-violog~'ne p o u t  remplacer le cytochrome c a et assurer le couplage chimique entre 
l'hydrogOnase et l 'hvdroxvl ramie, l . 'e~cacitd de ce transporteur artificiel d'hydrogOne est cepen- 
dant infdrieure it cello du cytochrome c a. 

3. Im ferrt>ovt~chr{mle c (ill CO("llf de boellf est, comme le c v t o o } l r ( ) n l e  C3, r('oxv(l(5 chimique- 
ment par l'h ydroxy, lamine, mais la vitesse de sa rdoxydation cst moins dlevde. 

4. I.~l cindtique de Ia rdduction de l 'hydroxylamine par los cxtraits a dt6 dtudide en fonction 
de  la t t ' m p d r a t u r e ,  d e  la concentration en substrat et de lat concentration en transporteur naturel 
~m artiiiciel. 

5- I)es exp('riences r6alisdes avec d'autres esp6ces bact6riennes paraissent indiquer que ce 
mode de rdduction de ]'hydr~xylamine par l'hydrogdnase et un transporteur non-spdcifique, 
Imturel ott a r t i / i c i e l ,  n'cst [)as particulier aux 1)actdries sulfate rdductrices, mais (;st rdalis6 par 
t,ms los organismes ix~ssd(lant une hydrogdnase. 
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S U M M A R Y  

I. Cell-free e x t r a c t s  f rom Desul/ovibrio desul]uricans reduce  h y d r o x y l a m i n e  to  a n l m o n i a  a t  
the expense  of molecu la r  hyd rogen  by a non-specif ic  process  in which  hyd rogenase  is the  only  
enzymic  factor .  The  m e c h a n i s m  consis ts  of the  r educ t i on  by  hyd rogenase  of a n a t u r a l  e lec t ron 
carr ier ,  c y t o c h r o m e  c a, wh ich  is chemica l ly  reox id ized  by  h y d r o x y l a m i n e  w i t h o u t  the  i n t e r v e n t i o n  
of a specific reductase .  

2. Benzy l -v io logen  can be s u b s t i t u t e d  for the  cy toch rome  and ensure  the  chemica l  coupl ing  
of hyd rogenase  a c t i v i t y  wi th  h y d r o x y l a n l i n e  reduc t ion .  However ,  the  efficiency of th i s  ar t i f ic ia l  
ca r r ie r  is less t h a n  t h a t  of c y t o c h r o m e  c a. 

3. Pur i f ied  f e r ro -cy tochrome  c f rom bee/" h e a r t  is, l ike  cy tochron le  c" 3, chen l i ca l ly  reoxid ized  
by  h y d r o x y l a m i n e ,  bu t  i ts  r a t e  of r e ox ida t i on  is lower.  

4- The  k ine t i c s  of h y d r o x y l a m i n e  r educ t ion  by  the  e x t r a c t s  have  been s tud ied  as a func t ion  
of t e m p e r a t u r e ,  s u b s t r a t e  concen t ra t ion ,  and  car r ie r  concen t r a t i on  (both n a t u r a l  and  art if icial) .  

5. E x p e r i m e n t s  which  have  been pe r fo rmed  wi th  o the r  anaerob ic  and  aerobic  bac te r i a  
p rov ide  some ev idence  t h a t  the  reduc t ion  of h y d r o x y l a m i n e  by  hyd rogenase  and  a non-specif ic  
n a t u r a l  or ar t i f ic ia l  car r ie r  is not  confined to the  su lpha t e - r educ ing  bac t e r i a  bu t  can be effected 
by  any  o rgan i sm possess ing hydrogenase .  
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