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of an antibonding h.o.m.e.o. I t  may  be useful to quote in connection with this result 
that,  unlike methylene blue, this compound probably does not autoxidize: thus capri 
blue (III), whose structure is very similar to the one that  we have calculated does 
not reoxidize spontaneously, or does so only very slowly ~. 
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Extraction et propri~t~s de la nitrate-rbductase 
d' Aerobacter aerogenes 

Dans le cadre des recherches que nous avons entreprises 1, 2 sur la r~duction bact~rienne 
de l 'azote min6ral ~ partir  de Phydrog~ne, nous avons 6tudi6 la r6duction du nitrate par 
Aerobacter aerogenes (Souche L I I I - i ) ,  ~ l'aide de suspensions et d 'extraits de cet 
organisme cultiv6 sur milieu liquide peptone-glucose, en l 'absence de nitrate et en 
ana6robiose (cultures massives et profondes, non-agit6es). Sous atmosphere d'H~, les 
suspensions non-prolif6rantes provenant de ces cultures r6duisent le nitrate en nitrite 
sans phase de latenee, ~, condition d'op6rer en pr6sence d'une quantit6 catalytique de 
benzyl-violog~ne qui joue le r61e de transporteur artificiel d'61ectrons, mais elles sont 
par contre d6pourvues de toute activit6 en l 'absence de cet indicateur d 'oxydo- 
r6duction. Ce comportement, qui avait  d6jk 6t~ signal6 par LASCELI~ES ET STILe 3 pour 
une autre souche du m~me organisme, montre que les cellules ainsi cultiv6es poss6dent 
une hydrog6nase et une nitrate-r~duetase, mais sont d6pourvues de transporteur 
naturel capable de coupler physiologiquement les deux enzymes consid6r6s. 

Les extraits ont 6t6 pr6par6s suivant la technique d6crite par NICHOLAS ET 
NASON 4 et le nitrite form6 a 6t6 dos6 colorim6triquement, apr~s pr6cipitation des 
prot6ines par l'ac6tone. Pour mesurer les consommations d'H~, on a employ6 la 
m6thode respirom6trique de Warburg, dans les conditions suivantes: tempdrature, 
37°; pH 7.0 (tampon phosphates), syst6mes de 3 ml, contenant Ioo/~g de benzyl- 
violog~ne et 50/~moles de KNO3. La r6duction et l 'oxydation des pyridine-nucl6otides 
ont 6t6 estim6es spectrophotonl6triquement k 340 m~, ~ la temp6rature du laboratoire. 

I. En pr6sence d'un grand exc~s de KNOa (5o/,moles), la consommation d ' H l  
par les extraits est lin6aire en fonction du temps (Fig. I, courbe 3). Lorsque, par 
contre, la concentration initiale du substrat  est faible (3/,moles), l 'activit6 passe 
successivement par deux phases lin6aires (courbe 2), dont la premiere correspond ~ la 
conversion quanti tat ive du nitrate en nitrite: 

H~ + NO~- = H~O + NO a- 

L e  second segment est parall~le ~ la droite obtenue si on remplace dans les 
syst~mes le nitrate par 3/ ,moles de nitrite (courbe i) et correspond ~ la r6duction de 
NO, -  en ammoniaque par le processus non-enzymatique que nous avons d6crit dans 



538 SHORT COMMUNICATIONS VOL. 35 (1959) 

une publication ant6rieure 2. En tenant compte du fair que, dans cette derni~re r6action, 
3 moles d 'H  2 sont consomm6es par mole de nitrite r6duite, on voit que le processus 
non-enzymatique est environ 8 fois moins rapide que la r6duction du nitrate en nitrite 
par  la nitrate-r6ductase. 

2. L'activit6 & l'6gard du nitrate est de lO4 ffl d 'H  2 consomm6s par heure et 
par mg d'azote prot6ique, valeur trds inf6rieure ~. l 'activit6 hydrog6nasique du m6me 
extrait  mesur6e en pr6sence de benzyl-violog~ne comme accepteur final d'hydrog~ne 
(--QI~, ---- 1,o3o). 

3. La vitesse de consommation de l'hydrog&ne est proportionnelle & la quantit6 
d 'extrait .  Elle croit avec la concentration en benzyl-violog~ne (Fig. 2) et atteint sa 
valeur limite, correspondant & la saturation du syst~me, lorsque la concentration du 
transporteur artificiel est 8.1. lO -5 M (IOO fig par manom~tre). En fonction du pH, 
l 'activit6 pr6sente un opt imum entre pH 8. 3 (tampon phosphates) et 7.9 (tampon 
ac6tate-v6ronal)', elle est r6duite de 50 O//o & pH 6 et 9.5. L'6nergie d'activation, 
d6termin6e entre 25 ° et 43 °, est de 9,250 cal. L'influence de la concentration en substrat  
sur l 'activit6 est difficile & d6terminer de fagon pr6cise, l 'enzyme 6rant satur6 par des 
concentrations en KNO3 voisines de la limite de sensibilit6 des mesures manom6triques. 
La valeur num6rique de la constante de Micha~lis parait  cependant proche de 
Km= 3.1o -4 M. 

m m  ~ H 2 

=o V t y1 

:f 
0 20 40 60 80 

MINUTE5 

Fig.  L Consommat ion  de ] ' hyd rog~ne  en fonc- 
tion du temps. Syst~mes manom6triques con- 
tenant: extrait, I ml; tampon phosphates 
(pH 7), i ml; benzyl-violog6ne, IOO fig; (i) 
KNO~, 3 #moles; (2) KNO v 3 #moles; (3) 

KNO3, 50 #moles. 
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Fig. 2. Activit6 de l'extrait en fonction de la 
concentration molaire en benzyl-violog~ne 
(BV). Syst~mes contenant: tampon phosphates 
(pH 7), 1.5 ml; extrait, 0. 5 ml; KNO v 5 ° 
#moles. Les activit6s sont exprim6es en mm 3 

d'H 2 consomm6s par h. 

4. L'activit6 enzymatique est compl~tement inhib6e par  le nitrure de sodium et 
le cyanure de potassium lO -3 M, le seuil de sensibilit6 & l'6gard de ces deux inhibiteurs 
6tant 3.1o -8 M pour NaN z et lO -6 M pour KCN. D'autre  part,  le sulfure de sodium 
lO -4 M r6duit l 'activit6 de 80 % et l'effet de cet inhibiteur ne parait  pas 6tre li6 k 
l 'abaissement du potentiel d'oxydo-r6duction, car on n 'a  pas constat6 d'inhibition par  
des concentrations lO -3 M d'autres agents r6ducteurs tels que l'hydrosulfite, l'acide 
ascorbique et le thioglycollate de soude. 

La r6duction du nitrate est 6galement insensible aux agents complexants 
suivants: a-a'dipyridyl, salicylaldoxime, Vers~ne et thiour6e. 
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5. La r6duction des pyridine-nucl6otides par l 'extrait a ~t6 6tudi6e en tubes de 
Thunberg sous atmosphere d 'H 2 et en pr6sence de benzyl-violog~ne. Dans ces condi- 
tions, seul le tfiphosphopyridine-nucl6otide est r6duit, vraisemblablement par un 
syst~me enzymatique analogue ~ celui que PECK ET GEST ~ ont d6couvert chez les 
Clostridies. 

6. L'extrait  catalyse l 'oxydation par l'oxyg~ne des pyridine-nucl6otides %duits. 
Les vitesses de %action sent de I58 m/zmoles de diphospho- et 3o m/zmoles de tri- 
phosphopyridine-nucl~otides r6oxyd~es par rain et par mg d'azote prot~ique, et ne 
sent pas modifi6es par l 'addition de IO/zmoles de KNO a, ce qui ~limine la possibilit6 
d 'un couplage entre ces donateurs d'hydrog~ne et le nitrate. 

Ces observations fournissent quelques pr6cisions sur le processus de la %duction 
du nitrate par le syst~me et dens les conditions 6tudi6es. Elles montrent notamment 
que les pyfidine-nucl~otides et les cations m6taUiques libres ne participent pas au 
transport des ~leetrons entre l'hydrog~nase et la nitrate-%ductase par le benzyl- 
violog~ne: (,) (~1 

Hi hydrog~nase ~ benzyl-violog~ne nitrate-r~ductase > N O - a  

Afin de v6rifier que la deuxi~me r6action de ce syst~me n'est pas un simple 
processus chimique et n6cessite l 'intervention d'un enzyme sp~cifique, on a mesur6 la 
vitesse de %oxydation du benzyl-violog~ne r6duit par KNOa, en pr6sence de quantit6s 
croissantes d'extrait. Ces exp&iences ont 6t~ r6alis6es dans des tubes de Thunberg oh 
l'indicateur &ait r~duit sous atmosphere d 'H ,  par l'hydrog~nase. Apr~s ~vacuation 
de l'hydrog~ne, de fa~on k arr&er l'activit6 hydrog6nasique de l 'extrait, la solution de 
KNO3, plac6e dens le diverticule, &ait renvers6e dens le tube central. On a constat6 
que le temps n6cessaire pour la d~coloration complete de l'indicateur est inversement 
proportionnel k la concentration en extrait, ce qui d6montre la nature enzymatique de 
la r6action. D'autre part, on a constat6 que si on remplace l 'extrait d'A. aerogenes par 
un extrait de Desul[ovibrio desul/uricans 1,*, contenant une hydrog6nase mais d6pourvu 
d'activit6 nitrate-r6ductase, le benzyl-violog~ne r6duit n'est pas r6oxyd6 par KNOv 

n e s t  manifeste que le couplage entre la nitrate-r6ductase et les pyridine- 
nucl6otides exige un ou plusieurs enzymes absents de nos pr6parations. Darts le cas 
du syst~me qu'ils ont 6tudi6, SADANA ET MCELROY ° ont mont% qu'un cytochrome et 
une cytochrome-r6ductase &aient n6cessaires pour coupler l 'oxydation du diphospho- 
pyridine nucl6otide r6duit avec la r6duction de NO~-. Utilisant des lysats purifi6s 
d'Achromobacter fischeri, ces auteurs ont montr6, d 'autre part, que leur syst~me n'exige 
aucun cofacteur ou cation m6tallique lorsque le benzyl-violog&ne r6duit est le donateur 
d'hydrog~ne. 

Nous avons constat6 que nos extraits ne contiennent pas de cytochromes 
d6celables par examen spectrophotom&rique, n e s t  donc possible que la raison pour 
laqueUe ces pr6parations ne peuvent pas coupler les pyfidine-nucl6otides an nitrate 
soit l'absence de syst~me cytochromique darts les ceUules d'A. aerogenes cultiv6es 
en ana6robiose. A ce sujet, il convient de souligner que les nitrate-r6ductases 
bact6riennes coupl6es avec les pyridine-nucl~otides, qui ont 6t6 6tudi6es par NICHOLAS 
ET NASON 4 et par SADANA ET MCELROY e, ont 6t6 extraites ~. partir de cellules cultiv6es 
en a6robiose forc6e. 

Centre National de la Recherche Scientifique, C.R.S.I.M., FRANCIS PICHINOTY 
Marseille (France) JACQUES C. SENEZ 
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Recu le 15 janvier 1959 

Influence of light on dark carboxylation reactions 
in etiolated barley leaves 

Exposure of etiolated plants to white light results in rapid chlorophyll formation and 
visible greening within a few hours. Extensive investigations have shown no definite 
correlation between the development of chlorophyll and photosynthetic ability with 
increasing exposure to light 1-3. SMITH 4 showed with etiolated barley leaves that the 
increasing O~-evolving power resulted from both metabolic and photochemical 
reactions. TOLBERT AND GAILEY 5 found that when etiolated barley plants were placed 
in light, 2-3 h were required for the rate of chlorophyll synthesis to increase measur- 
ably and then a further I -2  h of light were required before photosynthesis commenced, 
as measured by 14C0 2 fixation. 

Large differences have been observed between green and etiolated barley leaves 
in the fixation of 14C0 2 by a number of substrates in crude homogenates (our un- 
published data). For this reason changes in dark fixation of COs with time of exposure 
of etiolated barley to white light were studied. 

Week-old etiolated barley seedlings (Hordeum vulgare), var. Atlas, grown in sand 
with distilled water, were used in the experiments. The plants were illuminated in 
growth rooms at 22 ° with approximately Iooo ft. candles of continuous white light 
from 3oo-W "Champion" bulbs. Uniform samples (the leaf blade above the first sheath 
on each occasion) were taken from zero time up to 66 h after illumination started. 

Samples of o.5 g fresh weight of leaves were taken for chlorophyll analysis 6. 
Samples of 5.0 g fresh weight were ground in a mortar with 5.0 ml 0.2 M Tris buffer, 
pH 8.o. The homogenate was strained through 2 layers of cheesecloth. Aliquots of 
0.2 ml of this crude homogenate were added to each reaction mixture which also 
contained Hz4COa -. The mixture was incubated for IO min at 37°; the reaction was 
stopped by adding o.I ml I N HC1 which also expelled unreacted Hz4COa -. After 
centrifugation at IOOO x g, o.2 ml of the supernatant was pipetted into a pyrex-glass 
planchet and dried under forced air at room temperature for approximately i h and 
counted with a thin-window Geiger-Miiller tube. This method is the same as that 
reported previously from this laboratoryE 

Fig. I shows dark fixation of 14CO= by various substrates, and also the chlorophyll 
content, at various time intervals after the etiolated plants were first illuminated. 
Dark CO= fixation with G6P as a substrate and with ATP + Mg ++ with no added 

Abbrev ia t ions :  Tris, t r i s ( h y d r o x y m e t h y l ) a m i n o m e t h a n e ;  ATP,  adenos ine  t r i phospha t e ;  G6P,  
g lucose -6-phospha te ;  P E P ,  p h o s p h o e n o l p y r u v a t e ;  F6P,  f ruc tose -6-phospha te ;  R s P ,  r ibose-5-  
p h o s p h a t e  ; GSH, g lu t a th ione  ; t~uDP, r ibulose d iphosph  a te ;  E D D H A ,  e thy lened iamide  o -hyd roxy -  
pheny laee t i c  acid; TPN,  t r iphosphopyr id ine  nucleotide.  


