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Dans la pr6sente note, figurent des r~sultats qui 6tablissent l'existence de deux 
lactate:(accepteur)-oxydor6ductases st6r60sp6cifiques chez Aerobacter aerogenes 
(souche L III-I). Quelques-unes des principales propri6t6s de ces enzymes seront 
d6crites. Mais la rdgulation de leur biosynth~se constitue le probl~me central de notre 
6tude. 

Les observations suivantes montrent  qu'A. aerogenes poss~de un 6quipement 
enzymatique lui permet tant  de m6taboliser les deux st6r6oisom~res du lactate: 
(I) en a6robiose, l 'organisme utilise les I> et L-lactates comme aliments carbon,s et 
sources d'6nergie; (2) les suspensions cellulaires provenant de cultures a6robies sur 
DL-, D- OU L-lactates, respirent les deux 6nantiomorphes avec des vitesses presque 
identiques. 

En ana6robiose, les cellules et les extraits de cultures a~robies sur DL-lactate, 
ne catalysent point la conversion de l 'un des antipodes en l 'autre, ce qui exclut la 
pr6sence d 'un syst~me dou6 d'une activitd rac6mase. Chez Mycobacterium phlei, une 
lactique -oxydase(L-lactate:O2-oxydor6ductase, EC 1.1.3.2 ) catalyse l 'oxydation par 
O~ du lactate en ac6tate et CO 2, sans formation de pyruvate  libre comme inter- 
m6diaire 1. A. aerogenes est vraisemblablement d@ourvu d'un tel enzyme puisqu'en 
presence de 02, chaque st~r6oisom~re est oxyd~ quanti tat ivement en pyruvate  par 
les extraits de cultures a6robies sur rac6mique: 

CH3-CHOH-COOH + ½ 02 = CHa-CO-COOH + H~O 

En pr~sence de chaque ~nantiomorphe, les extraits de cultures adrobies sur Dk- 
lactate, catalysent la r~duction du DCIP et de la PMS. G~n~ralement, l 'activit~ 
D-lactate-ddshydrog6nase est un peu sup6rieure /~ l'activitd L-lactate-d6shydro- 
gdnase. La formation d'une mole de pyruvate  accompagne toujours la r6duction 
d'une mole de DCIP. A el le seule, la presence des deux activit6s dans le mfime extrait 
ne d6montre pas l 'existenee de deux lactate-d~shydrog~nases st6r6osp6cifiques, 
puisque les actions coupl6es d'une seule d6shydrog6nase et d'une rac6mase, per- 
mettraient  l 'oxydation de chaque antipode. Mais une telle fiventualit6 est 6cart6e 
d'embl6e par nos observations ant6rieures. Comme nous le verrons, le rapport  des 
activit6s D- et L-lactate-d6shydrog6nases varie dans des proportions considfirables 
lorsque les conditions de croissance changent. I1 en r6sulte de toute 6vidence que 
celles-ci ne sont point dues ~ un seul et mfime enzyme d@ourvu de st6r6osp~cificit6, 
mais ~ deux d6shydrog6nases distinctes et st6r6osp6cifiques. 

Aucune des deux lactate-d~shydrog6nases ne catalyse: (I) la r6duction du ferri- 
cyanure, du cytochrome c de muscle cardiaque et des pyridine-nucl6otides (NAD et 
NADP);  (2) l 'oxydation par le pyruvate  du FMNHz et du benzyl-violog~ne r6duit. 
De plus, l 'addition d'une faible quantit6 de NAD n'active point la r6duction du 
DCIP. Par  consequent, nos enzymes different des lactate-d~shydrog~nases ~ NAD 
de Lactobacillus plantarum 2 (L-lactate:NAD-oxydor~ductase, E C I . I . I . 2 7  et o- 
lactate:NAD-oxydor6ductase,  EC 1.1.1.28). D'autre  part,  ils sont d6pourvus d'ac- 
tivit6 cytochrome c-oxydor6ductase et ne fonctionnent pas d'une mani~re r6versible 

Abr~viations: DCIP, 2,6-dichloroph6nol-indoph6nol; PMS, ph6nazine-mdthosulfate. 
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avec les dona teurs  employ6s. A y a n t  cons t ammen t  t ravai l l6  avec des ex t ra i t s  bruts ,  
il est impossible  de prdciser si l ' oxyda t i on  par  02 des D- et L-lactates,  rdsulte en tota l i td  
ou en pa r t i e  d ' un  t ransfer t  direct  des 61ectrons entre  les lac ta te-d4shydrog6nases  
et  02 ou d ' un  couplage entre  ces enzymes et le syst~me respi ra to i re  physiologique de 
l 'organisme.  En  un mot ,  nous ne pouvons  savoir  si nos lac ta te-d6shydrog6nases  sont 
au toxydab les .  Dans  les ex t ra i t s  pr6par6s pa r  t r a i t emen t  sonique, une fract ion im- 
po r t an t e  des deux enzymes  existe sous forme par t icu la i re :  60% de la D-lactate-d6shy- 
drog6nase et 76% de la L- lacta te-d6shydrog6nase  se t rouven t  dans  le s6diment 
apr6s 2 h de cent r i fugat ion  /~ 14o ooo × g. A une concent ra t ion  I mM, l ' oxa la te  
inhibe de 70% l ' ac t iv i t6  de la D-lacta te-d6shydrog4nase mais  n 'exerce  aucune act ion 
sur la Lqacta te-d6shydrog6nase.  Pa r  ses propri6t6s,  la D-laetate-d6shydrog6nase 
d'A.  aerogenes se rapproche  de celle de Leuconostoc rnesenteroides 3. 

Notre  souche peut  former le subs t r a t  de la D-lactate-d6shydrog6nase,  en a6ro- 
biose comme en anadrobiose.  En  effet, il a 6t6 6tabli  que:  (I) le D-lactate const i tue  
l 'un des p rodu i t s  u l t imes  du mdtabol i sme fermenta i re  anadrobie du glucose; (2) les 
ex t ra i t s  de cul tures  adrobies ou anadrobies,  ca t a lysen t  la r6duction du p y r u v a t e  en 
D-lactate,  en pr6sence de NADH2;  cet te  r fac t ion  est ce r ta inement  l 'ceuvre d 'un  
enzyme dis t inc t  de la D-lacta te-d6shydrog6nase car  l ' ac t iv i t6  N A D H 2 : p y r u v a t e -  
oxydordduc tase  est li6e /t une prot6ine soluble ne sdd imentan t  pas ~ 14o DaD × g. 
Pa r  contre,  ~ l ' a ide  de nos techniques  enzymat iques  d ' ident i f ica t ion,  nous n ' avons  
j amais  d6tect6 de quant i t6s  appr6ciables  de L-lactate  dans  les cul tures  ana6robies et 
dans  les syst6mes acellulaires ca t a ly san t  la r6duct ion du p y r u v a t e  aux d6pens du 
N A D H  2. I1 semble donc bien que la souche util isde ne forme jamais  le s abs t r a t  de la 
L-lactate-d6shydrogdnase.  

Quelles que soient  la composi t ion  du milieu de cul ture  et les condi t ions de 
croissance, les ex t ra i t s  ca ta lysen t  tou jours  la r6duct ion du  DCIP,  de la PMS et de 
0 2, en pr6sence de D-lactate.  Fau t - i l  a d m e t t r e  que les act ivi tds  D- lac ta te-ddshydro-  
g6nases des cul tures  a6robies et anadrobies  sont  dues au m@me enzyme? Une rdponse 
posi t ive A la quest ion soulevde s ' appu ie  sur les observa t ions  su ivantes :  (I) le r appor t  
des ac t iv i t f s  mesurdes avec le D C I P  e t l a  PMS reste toujours  cons tan t ;  (2) la sp6- 
cificit6 ~ l '6gard  des accepteurs  d 'd lect rons  demeure  la m~me; (3) la sensibilit6 
Fact ion inhibi t r ice  de l ' oxa la te  ne change pas. En dff ini t ive,  la D-lacta te-d6shydro-  
g6nase est  synth6tis6e dans  les cul tures  a6robies et ana6robies sur milieu glucos6 
avec ou sans DL-lactate;  elle est 6galement  form6e en pr6sence de 0 2 dans  les cul tures  
con tenan t  comme seul a l iment  carbon6 les DL-, D- OU L-lactates,  le py ruva te ,  le 
succinate  ou le ci t rate .  La  teneur  en D-lactate-d6shydrog6nase double  lorsqu 'on 
a jou te  du fumara t e  / t u n e  forte concent ra t ion ,  dans  les cul tures  ana6robies sur 
glucose. Elle est aussi  pr6sente dans  les cul tures  anadrobies respi rant  le glucose aux 
d6pens du  n i t ra te .  

La  L-lacta te-d6shydrog6nase a p p a r a i t  seulement  dans  les cul tures  a6robies 
con tenan t  le rac6mique ou l 'un des 6nant iomorphes .  Cet enzyme n 'es t  j amais  pr6sent  
5~ une concent ra t ion  dosable  dans  les cul tures  ana6robies sur milieu glucos6 avec ou 
sans DL-lactate,  avec on sans n i t ra te  ou fumara t e ;  et dans  les cul tures  a6robies 
con tenan t  comme seul a l iment  6nerg6tique Fun des m6tabol i tes  su ivants :  py ruva te ,  
succinate  et  c i t ra te .  Une exp6rience tr6s s imple a permis  d '6car te r  l 'hypoth6se  su ivant  
laquelle la L- lacta te-ddshydrog6nase serai t  form6e en l 'absence de 0 2 puis subira i t  
une inac t iva t ion  provoqu6e pa r  l 'ana6robiose.  Nous nous sommes assur6s que le 

Biochim. Biophys. Ac/a, 77 (1963) 5°7-5°9 



PRELIMINARY NOTES 509 

pouvoir inducteur du D-lactate employ6 n'est pas dfi ~ la contamination par les 
traces de L-lactate. Enfin pour des raisons d6]~ expos6es, l'induction par le D-lactate 
ne peut r6sulter de la formation de L-lactate ou 6tre provoqu6e par le pyruvate ou 
par un produit du m6tabolisme de ce dernier compos6. Nos observations conduisent 
ainsi in6vitablement ~ la conclusion que la L-lactate-d6shydrog6nase est un enzyme 
inductible dont la biosynth~se requiert la pr6sence de O 2 et de l 'un des 6nantio- 
morphes du lactate. 

Quelle que soit sa concentration par rapport au lactate, le glucose ne r6prime 
jamais la formation de la D-lactate-d6shydrog6nase dans les cultures a6robies et 
ana6robies, ou de la L-lactate-d6shydrog6nase dans les cultures a6robies. Par con- 
s6quent, la biosynth~se des deux enzymes n'est point soumise ~t l'effet glucose 
classique. 

L'un des points faibles de notre travail r6side dans l'impossibilit6 de savoir 
si la D-lactate-d6shydrog6nase est de nature constitutive ou inductible. En l'absence 
de lactate exog&ne, sa synth~se peut en effet ~tre induite par l'antipode D form~ 
au sein de la cellule. En ce qui concerne la L-lactate-d6shydrog6nase, la situation 
est nettement plus claire et rappelle celle de la L-lactate:cytochrome c-oxydor6duc- 
tase, (EC 1.1.2.3) de la levurO, 5. Sa formation est soumise ~ l 'adaptation respiratoire 
mais l'induction par 02 ne se manifeste qu'en pr6sence de D- ou de L-lactate. Tout se 
passe en somme comme si le syst~me de r6gulation de la L-lactate-d6shydrogdnase 
~tait d6pourvu de st6r6osp6cificit6. Nos r6sultats sugg~rent l'id6e suivant laquelle la 
biosynth~se de certains enzymes d'oxydor6duction bactdriens pourrait requdrir la 
pr6sence de deux inducteurs distincts, le substrat ou l'un de ses analogues et 02. 
Comme dans le cas du syst~me cytochromique de la levure s, l 'adaptation respiratoire 
semble presenter ici une grande sp6cificit6 envers l'agent qui en est la cause puisque 
deux accepteurs physiologiques d'hydrog~ne diff6rents de 02 sont d6pourvus d'in- 
ductivit6. I1 se pourrait que la D-lactate-d6shydrogenase n'ait pas de fonction 
physiologique dans un milieu priv6 de O 2 car A. aerogenes ne se d6veloppe pas en 
ana~robiose sur DL-lactate comme seule source d'~nergie, en pr6sence de nitrate ou 
de fumarate. 

Nos recherches vont ~tre prochainement 6tendues ~ d'autres esp~ces bact~riennes. 
Nous exprimons notre vive reconnaissance A Mr P. SLONIMSKI et Mme M. SOMLO 

pour l'int6r~t qu'ils ont port6 Ace travail. 
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