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SUMMARY 

Isolation and characterisation of enzymes responsible for the oxidation of hydrocarbons 

I. The enzymic system responsible for the transformation of n-heptane to hepta- 
nol-I was isolated by fractionated centrifugation from cell-free extracts from bacteria 
grown on n-heptane. 

2. This hydrocarbon oxidase system, specific for paraffinic hydrocarbons requires 
the presence of Fe z+ and 02. The activity is consistently increased by the addition of 
NAD. 

3. The presence of the reversible hydrocarbon dehydrogenase and olefin reductase 
activities, specific for NAD in these same systems shows that the oxidation of 
hydrocarbon to primary alcohol is effected according to two different steps. 

INTRODUCTION 

Dans le cadre des recherches que nous avons entreprises 1 sur la d~gradation bactfi- 
rienne des hydrocarbures, nous avons signal~ que Pseudomonas aeruginosa poss~de 
des hydrocarbures-deshydrog~nases adaptatives utilisant comme accepteur d'hydro- 
gfine le NAD. D'autres donnfies exp~rimentales 2 nous permettaient par ailleurs de 
d~montrer de fa~on ~vidente la formation de hept-l-~ne au cours de l 'oxydation 
ana~robie du n-heptane par des cellules non prolif~rantes de Pseudomonas aeruginosa. 

Toutefois si ces faits nous conduisaient ~t considfirer l'fitape initiale de l 'oxydation de 
certaines paraffines comme un processus de deshydrogfination, par contre nous avons 
constat6 que les ~tapes ultfirieures du mfitabolisme et notamment l 'oxydation de 
l'ol~fine en alcool ~taient des processus a~robies n~cessitant la presence d'02 libre. 

STEWART et al. 3 dans l'6tude de la dfigradation de l'hexadecane par des souches 
de coccus Gram-nfigatifs avaient pu, en utilisant de 1'1802 dfimontrer l'incorporation 
de cet oxyg+ne dans les molficules de cfityl-palmitate form~ au cours de l 'oxydation 
bact6rienne de cet hydrocarbure. 

Ces auteurs, se r~f~rant ~ des donn~es th~oriques avaient ~mis l'hypoth~se selon 
laquelle la premi&re 6tape de cette oxydation pourrait ~tre constitude par la formation 
d'un hydroperoxyde, sans pouvoir toutefois isoler le i-hexadecyl-hydroperoxyde, ni 
mettre en dvidence la pr6sence d'hydrocarbure:H202 oxydor6ductase (peroxydase) 
susceptible de r6aliser cette dtape. 
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Plus rficemment, BAPTIST et al. 4 ont pu constater  la formation d 'oc tonoate  pa r  
des extraits acellulaires de bact6ries cultiv~es sur hexane, sans pour au tan t  d6finir 
de fa~on pr6cise la nature de l ' a t taque primaire, ni d6terminer la s tructure exacte 
des compos6s form~s entre l 'hydrocarbure  satur~ et l 'alcool primaire. 

Pour  notre par t  nous avons isol6 et 6tudi6 5  ̀partir  de syst~mes enzymatiques  
provenant  de bact6ries cult ivfes sur heptane, une I -hep tano l :NAD oxydor~ductase 
(heptanol-deshydrog6nase) 5 active 5  ̀l '~gard du NAD et une hepta lddhyde:NAD(P)  
oxydor6ductase (heptald6hyde-deshydrog6nase) n active 5  ̀l '6gard du NAD et du NADP.  

Le pr6sent travail  a 6t6 entrepris dans le but  d'~tudier la premi+re 6tape de ce 
m6tabolisme, ce qui nous a amen6 5  ̀isoler "un syst+me hydrocarbure-oxydase"  per- 
me t t an t  la t ransformation de l 'hydrocarbure  satur6 en alcool, et 5  ̀constater  que ce 
syst~me poss~de une hyd roca rbu re :NAD oxydor~ductase responsable des activit6s 
hydrocarbure-deshydrog6nase et olfifine-r~ductase de ces extraits acellulaires. 

MATt~RIEL ET MI~THODES 

L'organisme employ6 est une souche de Pseudomonas aeruginosa (Sol 20). 
Les bact6ries cultivfies sur milieu mineral tr+s riche en sels de fer et contenant  

des hydrocarbures  paraffiniques (n-heptane) comme seule source de carbone, sont 
incubfes 5  ̀320 sous agitation vigoureuse et recueillies selon un proc~d6 d~js` d~crit 7. 
Les extraits enzymatiques  sont pr6par6s 5  ̀part ir  de suspensions bact~riennes dans 
du t ampon  phosphate 0.05 M ~ pH 7.6 par t rai tement  dans une cellule de pression 
"French  pressure-cell". 

Prdparation des particules 

Les extraits acellulaires obtenus dans ces conditions sont soumis 5  ̀une s~rie de 
centrifugations dans une Spinco pr6parative module L. Les d6bris cellulaires sont 
s6par6s de la pr6parat ion enzymat ique par  une premiere centrifugation 5  ̀20 ooo × g 
pendant  15 min. Le surnageant  qui constitue 'Tex t ra i t  brut  total" ,  est 5  ̀nouveau 
centrifug6 /t 55 ooo x g pendant  30 min. Les particules remises en suspension dans 
une solution de KC1 o.I  M contenant  des tampons  phosphatiques 0.05 M (pH 7.6) 
const i tuent  'Tex t ra i t  particulaire 5  ̀55 ooo × g". 

Par  ailleurs, cet "extrai t  brut  to ta l"  soumis 5  ̀une centrifugation de 60 rain 5  ̀
144 ooo x g donne un surnageant  d6nomm~ "extrai t  brut  5, 144 ooo x g" et des 
particules qui, reprises par une solution de KC1 o.I M contenant  du tampon phos- 
phate 0.05 M (pH 7.6) const i tuent  'Tex t ra i t  particulaire 5  ̀144 ooo x g". 

Estimation des activitds enzymatiques 

Ces diff~rents syst+mes enzymatiques  ont dr6 ~tudi~s 5  ̀partir  de deux m~thodes 
exp6rimentales. 

Ddtermination spectrophotomdtrique ~ 34o raft: La d6termination de l 'activit6 
hydrocarbure-deshydrog6nase des extraits acellulaires a 6t6 6tablie 5  ̀ partir  de la 
r6duction des nicotinamides nucl6otides et observ~e ~ 34o m# et 5  ̀ 25 ° dans des 
cuves Thunberg  Beckman sous atmosphere de N 2 et dans un spectrophotom+tre 
Beckman DU avec des syst+mes de 3 ml de composition suivante : "extrai t  particulaire 
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55 ooo × g" I ml (soit environ 3 5 mg d 'azote  protfiique), NAD 7 mM (0.3 ml), sus- 
pension de n-heptane o. 7 mM (o.5 ml), t ampon phosphate  o.o5 M (pH 7.1) quantit~ 
n&essaire pour avoir 3 ml. 

La suspension d 'heptane  e~st obtenue par t rai tement  aux ultras-sons d 'une 
solution aqueuse contenant  7 nag d 'heptane  pur  par Ioo ml de solution. 

L'act ivi t6 olffine-r~ductase a dt~ dfterminfie dans les mfimes conditions, en 
rempla~ant toutefois le n-heptane par du hept-I-dne (5o/~M) et le NAD par une 
solution de N A D H  2 7 mM (0. 3 ml). 

Les activitfis alcool- et aldehyde-deshydrogfnases des "extrai ts  bruts ~ i44 ooo X 
g et ~t 55 ooo × g" ont fitfi dtudifies dans des conditions identiques ~ celles qui ont 
dfij~t 6tfi d~finies dans les prfc~dentes publications concernant  ces deux enzymesS, 6. 

Les activit~s enzymatiques de ces diffdrentes deshydrogfnases (et rfiductase) 
sont exprim6es en m/~molfcules de NAD (ou NADH2) r~duit (ou oxydfi) par min 
et par mg d 'azote  prot~ique. 

A~aiyse par @ectrophotomdtrie da~s l'i~fra-rouge. Les produits form,s  au cours 
de l 'oxydat ion des hydrocarbures paraffiniques par tes difffrents extraits enzyma- 
tiques ont 6tfi identififis et dosds par utilisation de la spectrophotomftr ie  dans l ' infra- 
rouge selon une technique dfjh mise au point dans l ' f tude de la formation du hept-  
I-fine/~ partir  du n-heptane -~. 

L'~tude de la transformation de l 'hydrocarbure  en alcool ou en acide correspon- 
dant  a fit6 rdalisfe ~ partir  de syst~mes exp~rimentaux mis ~ incuber I h h 25 ° sous 
agitation vigoureuse et de composition suivante:  extrait  enzymatique 3 ml, heptane 
o.I ml (soit environ 7o/~moldcules), t ampon phosphate o.o 5 M (pH7. I )  pour un 
volume final de 9 mi. 

Par  contre l 'dtude de la t ransformation de l'alcool et de l 'ald6hyde en acide 
gras correspondant a ~tf r~alisde f ans  des conditions ldgfrement diff6rentes, c'est-~- 
dire ~ part ir  de m6langes incubant pendant  15 min sous agitation vigoureuse et con- 
tenant  : "extrai t  brut  "A 144 ooo >( g ou ~t 55 ooo × g" (3 ml), i -heptanol  (o.2 ml) ou 
solution d 'hepta ldehyde 5 mM (3 ml), NAD 7 mM (3 ml), tampon g lyc ine-NaOH 
o.o5 M (pH 9.5) quant i t f  n~cessaire pour avoir 9 ml. 

En fin de rdaction, les mfilanges sont acidifids par de l 'acidesulfur ique ~ lO% et 
t ra i t fs  par une quantit~ tr+s faible (3 ml) de CCla. Apr+s agitation et refroidissement/~ 
4 ° les mflanges sont centrifuges 5~ froid et le CCI~ s@ar~ est analys6 par spectrophoto- 
mftr ie  dans l 'infra-rouge. 

Les spectres ont dt~ enregistr6s avec un spectrographe infra-rouge Perkm-Ehner  
mod+le-2i h prisme de NaC1, ~quipd d 'un  expanseur d 'ordonnfe.  Les spectres des 
composds de reffrence, tous liquides, ont ~t6 enregistrfs en cuves scelldes et leurs 
caractdristiques spectrographiques infra-rouge ont dfj'A 6td d~crites ~. 

L 'analyse  quant i ta t ive  a 6t~ rfalis~e de la mani6re classique en utilisant les 
bandes clfs des compos~s b~ dtudier dont nous avions prfalablement  vdrififi qu'elles 
suivent la loi de Beer et determin~ les coefficients d 'ext inct ion (e en M -~" cm -~) dans 
nos conditions expfrimentales. 

Les bandes utilisfes et les e correspondants sont les suivants. 

Acide heptanoique:  b a n d e v  (C O) du c ~ °  associ6 par liaison hydrog+ne 
- \ O H  

1710 cm ~ (5.85 ,u) et e 518.4 . Du fait de la faible concentration d 'acide on retrouve 
;t c6t6 de cette bande une autre plus faible v (C O) du monom~re ~ 176o cm -~ (5.68/z). 
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Hepta ldehyde:  b a n d e v  (C=O) du - - C ~ H  ~ 1727 cm -1 (5-79/*) e t e  = I38. L'al- 

0 
dehyde est 6galement caractdris6 par  la b a n d e v  (C--H) de - - C ~ H  A 2732 cm -~ (3.66#). 

i -Hep tano l :  b a n d e v  (C--O) de CH2OH ~ lO42 cm -1 (9.6o/~) et e = 63.45 pour 
la caractdrisation on utilise 6galement la bande v(OH) ~t 3636 cm -1 (2.75/~). 

Les bandes d 'absorpt ion du solvant (CC14) ont 6t6 eompensds ~ l 'aide d 'une  
cuve ~t 6paisseur variable contenant  le solvant pur et en choisissant une bande con- 
venable (lO64 cm -1 (9.4 ° #) et lO81 cm -1 (9.25 #)). En raison des faibles concentra-  
tions des produits formds nous avons 6t6 amends ~ expanser les ordonndes 5 et IO fois, 
dans ces cas on divise le pourcentage de transmission par le facteur d 'expansion avant  
de t ransformer cette valeur en densit6 optique. Les valeurs d 'expansion sont indiqudes 
sur les figures par  I × ,  5 × et IO × .  L'act ivi t6 enzymatique mesurde dans ces con- 
ditions est exprimde en m#  moldcules de produit  form6 (alcool ou acide) par min et par 
mg d 'azote  protdique. 

Produits utilisds 

Les produits  utilisds (hydrocarbures saturds, alcools, aldehydes ou acides gras) 
sont  tous des produits B D H  saul  le hept- i-dne qui nous a 6t6 aimablement procur6 
en quanti t6 tr~s faible par  la Socidt6 des Pdtroles BP  (Research Depar tment ,  Sun- 
burry-on-Thames)  ces produits ont  tous une puretd comprise entre 99-5 et 99.8 %, et 
qu 'en  aucun cas nous n 'avions constat6 dans les hydrocarbures utilisds d ' impuret~s 
constitu6es par  des produits d 'oxyda t ion  de ces paraffines. 

RESULTATS 

Oxydation enzymatique des hydrocarbures para2finiques 

(I) Des experiences prdliminaires rdalisdes avec les "extrai ts  bruts  to taux"  
nous permet ta ient  de constater  que ces pr@arat ions  enzymatiques 6taient suscep- 
tibles de t ransformer l 'hydrocarbure  satur6 en acide gras correspondant,  ce composd 
6rant identifi6 et dos6 par spectrophotomdtrie infra-rouge (Fig. IC). 

Toutefois dans les conditions prdcddemment ddfinies 1% seulement de la 
totalitd de l 'heptane prdsent est transform6 en acide gras, l 'activit6 enzymat ique 
spdcifique 6tant  de l 'ordre de 0.83 unitds. Par  ailleurs l 'dtude du spectre nous permet 
de constater  qu'i l  ne s 'accumule aucun autre intermddiaire au cours de cette rdaction. 

Cette t ransformat ion n 'a  pas lieu lorsque le mdlange est for tement  acidifid par 
adjonct ion de H2SO 4 au I/IOe et que cette addition est f a r e  en m~me temps que 
celle de l 'heptane.  Le spectre infra-rouge du CC14 servant ~t l 'extraction des produits 
rdactionnels est identique ~ celui de l 'heptane pur (Fig. IA). 

(2) L 'dtude et la purification de l 'heptanol-deshydrogdnase 5 extraite de prd- 
parations provenant  de bactdries cultivdes sur n-heptane, nous avaient amends ~t 
constater  qu'i l  6tait possible d 'obtenir  par  centrifugation ~ 144 ooo × g une sdpara- 
tion de l 'alcool-deshydrogdnase qui se recueillait en grande partie dans le surnageant.  

Aussi Ia t ransformat ion enzymat ique de l 'heptane a-t-elle (?t6 6tudide avec des 
systb.mes exp6rimentaux o,'-i 'Tex t ra i t  brut  tc, ta!" dtait remplac6 par  'Tex t ra i t  
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Fig. I. Activit~ hydrocarbure-oxydase  des extrai ts  acellulaires. Spectres infra-rouge du CCla 
p rovenan t  de syst~mes contenant :  n-heptane (7o/~moles), t a mpon  phosphate  o.o 5 M (pH 7.1) 
pour  un volume total  de 9 ml. Incubat ion  pendan t  i h sous agitation vigoureuse en prdsence de: 
(A), Ext ra i t  b ru t  total  (3 ml) et de H2SO 4 lO% (2 ml) ajout6 en m6me temps  que le subst ra t .  
(B), Ext ra i t  particulaire ~ 144 ooo × g (3 ml), (a) sans autre addition, (b) addition de NAD 

(21 p~moles). (C), Ext ra i t  b ru t  total  (3 ml). (D), Ext ra i t  particulaire X 55 ooo × g. 
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particulaire 5. 144 ooo x g". Et  dans ces conditions (Fig. IB, Courbe a) comme 
dans les pr6c6dentes, l 'hydrocarbure est oxyd6. Le n-heptane est oxyd6 non seule- 
ment  en acide gras correspondant, mais encore en alcool primaire, et les quantit6s 
de produits interm6diaires form6s, sont de l 'ordre de i i  % pour le I-heptanol et de 
3% pour l'acide heptanoique. 

En consid6rant l 'ensemble des produits form6s, l 'activit6 sp6cifique de cet ex- 
trait  enzymatique est 6gale 5- 20 unit6s. L'adjonction de NAD 5- ces syst+mes (Fig. IB, 
Courbe b) augmente la formation d'alcool primaire de fagon notable, et d'acide gras 
dans des proportions relativement plus faibles. Dans ces conditions, le pourcentage 
d 'activation est de l 'ordre de 44%, la quantit6 de i-heptanol form6 rep%sentant 16% 
de l 'hydrocarbure total  et l'acide heptanoique 4%. 

(3) L'analyse des produits form6s au cours des pr6c6dentes %actions enzyma- 
tiques nous incitait 5- penser que 'Tex t ra i t  particulaire 5- 144 ooo x g" contenait 
la majeure partie des syst+mes enzymatiques responsables de la transformation de 
l 'hydrocarbure en alcool. Mais, r6alis6e dans ces conditions, cette pr6paration acellu- 
laire possddait encore une certaine fraction des activit6s alcool- et aldehyde-deshydro- 
g~nases susceptibles d 'oxyder  l'alcool form~ au cours de la premiere ~tape r6actionnelle 
en acide gras correspondant. 

Afin de recueillir uniquement l 'activit6 hydrocarbure-oxydase, nous nous 
sommes adress6s 5- une nouvelle centrifugation fractionn6e. 

L'exp6rience r6alis6e (Fig. ID) 5. part ir  de "l 'extrai t  particulaire 5- 55 ooo X g" 
nous permet de constater que, dans ces conditions, l 'hydrocarbure satur6 est unique- 
ment  transformd en alcool primaire. 

La proportion de ce compos6 form6 est de 5% par rapport  5- la totalit6 de 
l 'hydrocarbure introduit dans la r6action, l 'activit6 sp6cifique de ces extraits 6tant 
de l 'ordre de 4 unit6s. 

Etude des mdtabolismes intermddiaires 

Les r6sultats obtenus en 6tudiant l 'heptanol- et l 'heptaldehyde-deshydrog~nase 
indiquaient que ces activit6s enzymatiques pouvaient ~tre enti~rement r6cup~r6es 
dans les surnageants provenant  de centrifugations d 'extraits  bruts totaux 
55 ooo × g e t  144 ooo x g. 

L'analyse par spectrophotombtre infra-rouge des produits form6s au cours des 
deshydrog6nations du I-heptanol  et de l 'heptaldehyde par ces systbmes enzyma- 
tiques confirmaient ces premiers r6sultats. 

En p%sence d 'un grand excbs de i-heptanol et de NAD (Fig. 2B), une fraction 
importante  de cet alcool est transform6 en acide gras correspondant, avec une 
activit6 sp6cifique de l 'ordre de 80 unit6s. 

En l 'absence de NAD, il n 'y  a aucune oxydation de cet alcool (Fig. 2A), paral- 
161ement nous avons v6rifi6 que les "extraits  surnageants 5- 144 ooo x g" n 'avaient  
aucune activit6 endog~ne, contrairement aux "extraits  particulaires". 

Une exp6rience identique r6alis6e en pr6sence d 'extrai t  brut  total 5- 55 ooo x g 
avec une quantit6 d6finie d 'heptaldehyde en remplacement du I-heptanol donne 
un 6chantillon de CC14 dont l 'analyse quanti tat ive permet de constater qu'en pr6sence 
de NAD (Fig. 2D) 75-80% de l 'heptaldehyde est transform6 en acide heptanoique 

Biochim. Biophys. Acta, 77 (1963) 554-567 



560 E. AZOULAY, J. CHOUTEAU, G. DAVIDOVICS 

d'onde ( cm" ) 
4000 2.500 1600 1400 "1200 1000 

100 

8O 
t 

60' -OH 
de 

C~ 
4O 

20 

o 1 

40 

.g o 

~ © 

40 

0 

80 
@ 

6[ 

4C 

2O 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 

lo~ue~ d'on~ (/~) 

Fig. 2. Activi t6 hep tanol -  et  h e p t a l d e h y d e - d e s h y d r o g d n a s e  des  ex t ra i t s  b ru t s  A 144 ooo X g e t  
55 ooo × g. Spectres  inf ra- rouge  du  CCl~ p r o v e n a n t  de sys tbmes  c o n t e n a n t :  E x t r a i t  b r u t  

(~ 144o0o × g (A) et  (B) et  g 5 5 o o °  × g (C) et (D) (3ml)) .  T a m p o n  g l y c i n e - N a O H  0.o 5 M  
(pH 9-5) pour  un  vo l ume  to ta l  de 9 ml. I ncuba t ion  p e n d a n t  15 min  en pr6sence de:  (A), i - H e p t a n o l  
(0.2 ml). (B), x -Heptanol  (0.2 ml) et  de N A D  (2 i / lmoles) .  (C), H e p t a l d 6 h y d e  ( I s / tmoles ) .  (D), 

H e p t a l d e h y d e  (I 5 ~umoles) et  de N A D  (2i F~moles). 
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avec une activit6 enzymatique sp6cifique de 79 ° unit6s, l'absence de NAD ne per- 
mettant  pas fl une telle r6action de se r6aliser (Fig. 2C). 

L'analyse d 'un 6chantilton de CC14 provenant d 'un syst6me exp6rimental con- 
tenant en plus de l'heptald6hyde et du NAD une quantit6 d6finie de coenzyme A 
(0.05 M) et d 'ATP (I raM) permet de retrouver les m~mes quantit6s d'acide libre que 
dans le premier 6chantillon sans aucune trace d'ester, mais dans un temps relative- 
ment plus court. 

Propridt& de ces syst~mes enzymatiques 

La s6paration par centrifugation fractionn6e des syst6mes enzymatiques r6alisant 
la transformation du n-heptane en I-heptanol et leurs caract6risations, nous permet- 
taient de d6terminer les conditions optima pour lesquelles cette oxydation avait lieu. 

Si la centrifugation ~ 55 ooo x g permet d'isoler uniquement ces syst6mes 
enzymatiques, cette simple op6ration ne suffit pas fl r6cup6rer enti6rement cette 
activit6. Toutefois apr6s centrifugation fl 144 ooo x g le surnageant obtenu est 
totalement d6pourvu d'activit6 hydrocarbure-oxydase. 

L'activit6 hydrocarbure-oxydase sp6cifique des "extraits particulaires" varie 
entre 4 et 20 unit6s. 

Si l'addition de nicotinamide ne semble n6cessaire ni pour r6aliser la trans- 
formation du n-heptane en I-heptanol, ni m6me pour activer cette r6action enzyma- 
tique, par contre le NAD permet d'obtenir une activation de 44% et en aucun cas 
le NADP ne peut jouer un tel r61e. 

En fonction du pH, l'activit6 enzymatique pr6sente un optimum pour des pH 
compris entre 7 et 7-5 en tampon phosphate 0.o5 M. Le remplacement des tampons 
phosphatiques par tout autre tampon entralne automatiquement une inhibition de 
7o-850/0 . Ce syst~me enzymatique est tr6s sensible aux variations de temp6rature 
et sa conservation n'est possible fl o ° que pendant 2-3 jours au maximum. De m~me 
l 'oxydation lui est n6faste, on peut toutefois efficacement le prot6ger par addition 
de mercapto6thanol fl tr6s faible concentration ou d'ascorbate. 

La transformation du n-heptane en I-heptanol est totalement inhib6e par 
certains agents ch61ateurs comme I'EDTA, l'o-ph6nantroline ou le 2,2'-dipiridyl; 
de m6me la dialyse contre de l'eau additionn6e de tampon phosphate 5 mM de pH 7.6 
d6truit compl6tement et de faqon irr6versible les enzymes responsables de cette 
oxydation. 

La pr6sence du fer est indispensable pour obtenir des activit6s enzymatiques 
mesurables; en effet, si ces bact6ries sont cultiv6es sur milieu mineral tr6s pauvre 
en sels de fer, l'activit6 enzymatique recueillie dans ces conditions est tr6s faible, 
tr6s difficile fl mettre en 6vidence et ~ analyser. 

En dehors des complexants, l 'hydroxylamine fl la concentration de I mM donne 
une diminution d'activit6 hydrocarbure-oxydase de l'ordre de 7o0/0 . 

A ctivitd hydrocarbure-deshydrogdnase des "extraits particulaires" 

La possibilit6 que nous avions de s6parer le syst6me enzymatique responsable 
de la transformation de l 'hydrocarbure en alcool primaire exempt totalement d'ac- 
tivit6 alcool-deshydrog6nase et le fait que cette r6action enzymatique ffit activ6e 

Biochim. Biophys. :tcla, 77 (19o3) 554-507 



562 E. AZOULAY, J. CHOUTEAU, G. DAVIDOVICS 

par addition de NAD, nous incit~rent /~ v4rifier s ices  extraits particulaires 4taient 
capables de r4aliser la deshydrog4nation des hydrocarbures satur4s comme nous 
l 'avions d4j~ constat4 dans une pr4c6~ente publication 1 avec des extraits bruts 
totaux obtenus dans d 'autres conditions. 

D 'au tan t  plus que ces extraits particulaires, en pr4sence de n-heptane con- 
sommaient 1'O2 en Warburg dans des systfimes exp4rimentaux identiques ~ ceux 
qui ont 4t4 pr4c4demment d4finis, et que cette consommation dtait notablement 
activ4e (134°/o) par addition de NAD, le NADP n 'ayant  aucune action. 

En pr4sence d'un grand exc&s de n-heptane et sous atmosphere de N 2 la r4duction 
du NAD par les "extraits  particulaires ~ 55 ooo × g" est tout d 'abord lin6aire en 
fonction du temps (Fig. 3, Courbe 2 pour d6crMtre assez rapidement. 
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Fig. 3. Act iv i t6  h y d r o c a r b u r e - d e s h y d r o g 6 n a s e  des ex t ra i t s  par t icula i res  ~, 55 ooo × g. R4duc t ion  
du  N A D  dans  des  sys t6mes  c o n t e n a n t  N A D  7 m M  (o. 3 ml), ex t r a i t  par t icula i re  k 55 ooo X g 
(3 m g  azote  prot4ique),  t a m p o n  p h o s p h a t e s  o.o 5 M (pH 7.I) quan t i t 6  n4cessaire pour  avoi r  3 ml. 
(i) 0 - - - 0 ,  s ans  a u c u n  au t r e  produi t .  (2) O - - O ,  add i t ion  de n - h e p t a n e  o. 7 mM (0. 5 ml). (3) 

&--,G, addi t ion  de hep t - I -6ne  o. 5 m M  (o. 3 ml). 

Si dans les m4mes conditions exp6rimentales, le FAD oxyd6 peut remplacer 
dans une faible mesure le NAD, les autres flavines et le NADP ne peuvent en aucun 
cas remplacer efficacement ce coenzyme. 

Ces extraits particulaires sont incapables de r4duire le NAD ou tout autre 
accepteur d'61ectrons en pr6sence de hept-x-6ne (Fig. 3, Courbe 3). Toutefois, ils 
poss6dent une assez forte activit6 endoghne (Fig. 3, Courbe I) difficile /~ 61iminer, 
sans d6naturer totalement l 'enzyme. 

L'activit6 spdcifique "hydrocarbure-deshydrog6nase" de l 'hydrocarbure:NAD 
oxydor6ductase de ces pr6parations enzymatiques, calcul6e apr6s d4duction de 
l 'activit6 endog6ne, varie entre 5 et 2o unit4s. En pr4sence de FAD comme accepteur 
d'hydrog6ne cette activit6 spdcifique ne repr6sente plus que le quart de la valeur 
obtenue en pr6sence de NAD. 

La vitesse de r4duction du NAD est proportionnelle ~ la quantit6 d'extrait ,  elle 
est nulle aprgs chauffage des pr6parations enzymatiques g zoo °. L'influence de la 

Biochim. I~iophys. Acta, 77 (1963) 554 567 



OXYDATION ENZYMATIQUE DU n-HEPTANE 563 

concent ra t ion  en subs t r a t  sur  l ' ac t iv i t6  est  difficile & d6terminer  de faqon pr6cise 
pa r  sui te  de l ' impossibi l i t6  de connai t re  exac temen t  les concent ra t ions  de l ' hyd ro -  
carbure  dans  les sys tbmes r6actionnels.  

En  fonct ion de la na tu re  du  subs t ra t ,  ce t te  ac t iv i t6  est sp6cifique des hydro-  
carbures  satur6s A chaine droite.  Toutefois  l ' ac t iv i t6  ob tenue  avec le n -hep tane  est  
sup~fieure de 12°/o & celle qui  est  d~termin6e en presence de n-octane.  Cette act ivi t~  
est t o t a l emen t  inhib6e pa r  add i t ion  d ' E D T A  A la concent ra t ion  de o . I  mM, et  elle 
est  augment6e  p a r  incuba t ion  des ex t r a i t s  enzymat iques  en pr6sence de sels de fer. 
Cet enzyme est tr&s labile,  et ce t te  fragili t6 se t r a du i t  pa r  le fai t  que les essais de 
pur i f ica t ion p a r  pr6c ip i ta t ion  avec le sulfate d ' a m m o n i u m  ont  donn6 des r6sul ta ts  
n~gatifs et  ont  cons t ammen t  entra in6 la per te  to ta le  de l ' ac t iv i t~  deshydrog6nasique.  

Influence de l'O 2 sur l'activitd hydrocarbure-deshydrogdnase 

Les essais de r6duct ion du NAD en pr6sence de n -hep tane  par  des " ex t r a i t s  
par t icu la i res  & 55 ooo x g"  sous a tmosphere  d'O2 (Fig. 4, Courbe 3) et  apr~s ag i ta t ion  
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Fig. 4. R~duction du NAD dans des syst~mes contenant: extrait particulaire k 55 ooo x g (5 mg 
azote prot~ique), NAD 7 mM (0. 3 ml), tampon phosphate 0.05 M (pH 7.I) quantit~ n~cessaire 
pour avoir 3 ml. (I) {~--O, sans aucun autre produit, ~tude sous atmosphere de N v (2) (D--C, 
addition de n-heptane o. 7 mM (o.5 ml) d6but de la r6action sous atmosphere de Ne puis intro- 
duction d'O 2. (3), A - - A ,  addition de n-heptane 0. 7 mM (0. 5 ml) 6rude en presence d'O 2 apr~s 

incubation en presence d'air. 

vigoureuse,  p e r m e t t a i e n t  de cons ta te r  que la  r6duct ion du  N A D  6tai t  l in6aire en 
fonct ion du  t emps  et  que l ' ac t iv i t6  enzymat ique  calcuMe dans  ces condi t ions  6tai t  
sup6rieure & celle qui a 6t6 pr6c6demment  d6termin6e.  

De mSme pour  un sys t~me r6act ionnel  6tudi6 sous a tmosphere  de N~ (Fig. 4, 
Courbe 2) le s imple fai t  d ' i n t rodu i re  1'O 8 suffit pour  r~act iver  ce syst~me enzymat ique ,  
malgr6 la  pr6sence dans  des " e x t r a i t s  par t iculai res .& 55 ooo × g"  d 'une  tr~s forte 
act ivi t~  : N A D H  z oxydase .  
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L'activit6 "hydrocarbure-deshydrog~nase" spdcifique calculde dans ces con- 
ditions est de l'ordre de 12-35 unitds soit deux lois plus grande que celle qui a 6td 
calcul~e sons atmosph&re de N 2. 

A ctivitd oldfine-rdductase de l'hydrocarbure : N A D oxydordductase 

L'allure rapidement ddcroissante de la courbe de deshydrogdnation des hydro- 
carbures satur6s sous N 2, et l'influence de 1'O~ sur cette rdaction enzymatique, nous 
amen~rent ~t penser que sous atmosphere de N 2 la rdaction inverse de la deshydro- 
gdnation des hydrocarbures saturds avait une activitd enzylnatique assez importante 
d#ea que la concentration en NADH 2 augmentait. 

En prdsence de hept-I-dne lea "extraits particulaires /t 55 ooo × g" oxydent le 
NADH 2 (Fig. 5, Courbe 2) sons N 2, c'est-/t-dire en l'absence de NADH 2 oxydase 
(Fig. 5, Courbe I). 

Cette oxydation est lin~aire en fonction du temps et ne diminue que lorsque la 
concentration du NADH z devient plus faible. 

L'activitfi spdcifique calculde dana ces conditions eat de l'ordre de 5o unitda. 
Elle est optimum pour des pH compris entre 6.8 et 7.3. 

L'dtude des propridtds de l'ol~fine-rdductase indique que cette activitd est de 
nature enzymatique, et que l'enzyme responsable de cette r~duction eat bien l'hydro- 
carbure-deshydrog6nase :NAD oxydordductase. 

DISCUSSION 

L'adaptation de la m4thode d'analyse spectrophotom4trique dana l'infra-rouge /~ 
l'4tude de ce mdtabolisme permet d'identifler de fagon certaine les intermddiaires 
form6s au cours des diffdrentes ~tapes enzymatiques et de lea doser en meme temps 
avec prdcision. 

L'utilisation de l'expansion d'ordonn4e permet d'appliquer cette m~thode, 

T A B L E A U  1 

A C T I V I T I E S  E N Z Y M A T I Q U E S  DIgS E X T R A C T S  A C E L L U L A I R E S  P R O V E N A N T  

D E  B A C T E R I E S  C U L T I V E E S  S U R  n - H E P T A N E  

Nature de l'activit~ cnzymatique Enzyme responsable 

Syst~me particulaire Hydrocarbure-oxydase  4 2o 
Hydroca rbu re :NA D  oxydor~ductase Hydrocarbure-deshydrogdnase  

O16fine-rdductase - -  
1 -Heptanol :NAD oxydordductase Heptanol-deshydrogdnase 8o 

Heptaldehyde-r6ductase 
Hepta ldehyde :NAD(P) oxydo- 

rdductase Heptaldehyde-deshydrogdnase 79 ° 

Valeur spdcifique (unitds)* 

1)~termination 
D~termination par 

par spectro- 
spectro- photomdtrie 

photomdtrie clans 
in[ra-rouge l' ultra-violet 

(NAD)  

5-20 
5 ° 

7o-9 ° 
7 

650-900 

*La ddfinition des unitds est donnde dans le texte. 
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comme nous l ' av ions  ddj& ddcri te  = A des concent ra t ions  tr+s faibles, qu ' i l  serai t  tr&s 
difficile, sinon impossible,  d 'd tud ie r  pa r  d ' au t r e s  mdthodes  ana ly t iques  (Tableau I). 

De plus cet te  m~thode p o u v a n t  ident if ier  et  doser  en mfime t emps  plusieurs  in ter -  
mddiaires  pe rme t  de saisir  la to ta l i td  des dtapes  sans qu ' i l  soit  n~cessaire de faire appel  
A des f rac t ionnements  prdalables  avan t  tou t  au t re  analyse.  

Les donndes exp6r imenta les  qui v iennent  d ' e t r e  rappor tdes  d~mont ren t  de fagon 
dvidente  que les ex t r a i t s  par t icu la i res  obtenus  pa r  cent r i fugat ion  & 55 ooo × g con- 
t i ennen t  la to ta l i td  des enzymes  p e r m e t t a n t  de t rans former  le n -hep tane  en I -  
heptanol .  

Cet te  ac t iv i td  enzymat ique  peu s table  et tr&s sensible aux agents  d ' o x y d a t i o n  
et  aux  complexan ts  requier t  la pr4sence de Fe  2+ et d'O=. 

Cet te  t r ans fo rma t ion  ne ndcessite aucun coenzyme par t icul ier ,  toutefois  l ' add i t ion  
de N A D  augmente  de fagon notab le  la quant i td  d 'a lcool  formde. 

L%tude  de l ' influence du NAD nous a permis,  pa r  ailleurs, de cons ta te r  que ces 
m~mes ex t ra i t s  par t iculai res ,  exempts  d ' ac t iv i t~  aleool-deshydrogdnase,  6 ta ient  
suscept ibles  de r4aliser la deshydrogf inat ion enzymat ique  des hydroca rbures  satur4s  
et  la rdact ion inverse. 

Cette deshydrogdna t ion  enzymat ique  du n -hep tane  en prdsence de N A D  est 
deux fois plus faible sous a tmosph+re  de N e qu 'en  pr~sence d 'O, .  Aussi,  est-il  p robab le  
que sous N z la cindtique de deshydrog~nat ion  du n -hep tane  est  en rdalitd la rdsul tan te  
des deux rdact ions directe  et inverse. Or comme l ' ac t iv i t6  oldfine-r4ductase devien t  
plus forte que l ' ac t iv i t4  hydrocarbure-deshydrog4nase ,  pour  un m~me pH,  en prd- 
sence de quant i t6s  croissantes  de NADHe,  la courbe de deshydrogdnat ion  du  n- 
hep t ane  (Fig. 3, Courbe z) s ' a t tdnue ra  r ap idemen t  en fonction du t emps  pour  s ' an-  
nu le r  to ta l ement ,  bien que le syst~me cont ienne encore suff isamment d ' a ccep t eu r  
d 'hydrog&ne et de subs t ra t .  

C'est  une des raisons pour  lesquelles il nous a 4td impossible  de me t t r e  en dvidence 
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Fig. 5. Activitd oMfine-rdductase des extraits particulaires & 55 ooo X g. Oxydation du NADH 2 
dans des systemes contenant: extrait particulaire A 55 ooo × g (5 mg azote protdique), NADH 2 
7 mM (0. 3 ml), tampon phosphate o.o5 M (pH 7.1) quantitd ndcessaire pour avoir 3 ml, sous 
atmosphere de N2. (i) O--O, sans aucun autre produit. (2) (D---G, addition de hept-i-dne 

(5 °/*moles). 
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la formation de hept-I-6ne ~ partir  de n-heptane en pr6sence d 'extraits  acellulaires 
sous vide. 

Le simple fair d'introduire 1'O 2 dans les syst6mes r6actionnels de deshydrog6na- 
tion des hydrocarbures, d6clenche la r6action suivante qui est une r6action de fixation 
d'O2 libre sur la mol4cule d'ol4fine et permet ainsi d'fliminer dfs leur formation les 
quantit6s de hept-I-4ne r6sultantes de la deshydrog6nation du n-heptane. 

Ainsi la pr6sence d'une activit6 hydrocarbure-deshydrog6nase dans les extraits 
acellulaires responsables de la transformation de l 'hydrocarbure satur6 en alcool 
primaire, indique que cette transformation s'effectue suivant deux 6tapes catalys6es 
chacune par un enzyme diff6rent. 

La premi6re 6tape sous la d6pendance de l 'hydrocarbure-deshydrog6nase per- 
mettrai t  le passage de l 'hydrocarbure satur6 ~ l'insatur6. Dans un deuxi6me stade 
l'ol6fine serait oxyd6e en alcool primaire par l ' intermfdiaire d'un ou plusieurs en- 
zymes actifs en pr6sence d'O 2 libre. 

Nos r6sultats exp6rimentaux d4montrent ainsi que, l 'a t taque initiale du n- 
heptane et des paraffines homologues est diff6rente de celle qui a 6t6 propos6e par 
STEWART et al. ~ dans son sch6ma de d6gradation de l 'octadfcane par des coccus 
Gram-n6gatifs, hypoth6se reprise par BAPTIST et al. dans l'6tude de l 'oxydation de 
l 'octane par des extraits bact6riens 4 

Syst;'me 
Hydro¢orbure - oxydose 

CH 3 - ( C H 2 )  4 -  CH 2 -  CH 3 

] Hydrocorbure-d~shydrog~nose 

L + Fe ++ 
~ "  N A D H  2 

CH 3 - ( C H 2 ) / .  - CH - - C H  2 "[ __ + 0 2  + F e  + +  

CH 3 - ( C H 2 )  , -  C H - - C H  2 } o , 
N A D H 2  Q l 

I 
NAD j 

CH 3 - (CH2)/ .  - CH 2 - CH 2 OH 

[~ N A D  
eptonol. - deshydrog~nose 

NADH 2 

/ H  
C H 3 - ( C H 2 )  4 - CH 2 - C ~ O  

~.  NAD ou N&DP 

e ptaLd~hyde - deshydrog~nalle 

+ +  " O +Fe + n 2 

NADH 20U NADPH 2 

CH 3 - ( C H 2 ) / .  - CH 2 - COOH 

Fig. 6. Schema des diff~rentes s@quences enzymat iques  relatives ~ la t rans format ion  du n -hep tane  
en acide heptanoique  par  une souche de Pseudomgnas aeruginosa (Sol 20). 
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En ce qui concerne l 'oxydation enzymatique de l'ol6fine form6e au cours de la 
premiere 6tape, il est possible de penser A la formation interm6diaire d 'un 6poxyde 
sous 1'action d'un complexe enzymatique ferro-prot6ine et oxyg~ne de nature 
E-Fe2+-O selon la th6orie de MITOMA et al. 8 rapport6e par MASON 9. Cet 6poxyde, 
en pr6sence de NADH 2 pourrait donner naissance ~ un alcool primaire et non 
un alcool secondaire ou un diol comme l 'avait  constat6 BRUYN 1° pour Candida 
lipolytica. D'ailleurs DAVIDOW ET RADOMSKI n avaient propos6 l '6poxyde comme 
interm6diaire dans la formation enzymatique du ph6nol A part ir  de compos6s in- 
satur~s. 

Les r6sultats exp6rimentaux pr6c6demment d6crits ont 6t6 retrouvds avec des 
extraits enzymatiques provenant de bact6ries autre que Pseudomonas aeruginosa en 
particulier avec une souche (Sol I9) de Pseudomonas desmolyticum. Toutefois il est 
possible que l '6tape primaire de roxydat ion des paraffines s'op~re par des voies 
diff6rentes suivant l 'organisme consid6r6 et suivant la nature de l 'hydrocarbure. 

Dans notre cas, tout  au moins, en nous basant sur les hypoth+ses 6raises et en se 
ref6rant aux r~sultats exp6rimentaux d~couverts tant  en ce qui concerne le stade 
initial de l 'oxydation du n-heptane que les 6tapes suivantesS, ~, nous avons 6t6 con- 
duits ~ proposer, pour la d6gradation bact6rienne des paraffines aliphatiques ~ faible 
poids mol6culaire, le sch6ma d6crit dans la Fig. 6. 

L'impossibilit6 oh nous 6tions d 'obtenir des hydroearbures insatur6s tr+s purs 
(exempts de produits d'oxydation) en quantit6 suffisante, ne nous a pas permis 
d'isoler et d'6tudier le syst&me ol6fine-oxydase. 

R]~SUM]~ 

I. Le syst~me enzymatique responsable de la transformation du n-heptane en 
I-heptanol a 6t6 isol6 par centrifugation fractionn6e ~ part ir  d 'extrai ts  acellulaires de 
bact6ries cultiv6es sur n-heptane. 

2. Ce syst~me hydrocarbure-oxydase, sp6cifique des paraffines aliphatiques 
chaine droite et ~ nombre d 'atomes de carbone plus petit que dix, requiert la pre- 
sence de Fe ~+ et d'O~. I1 est par  ailleurs notablement activ6 par addition de NAD. 

3 - L a  pr6sence d'activit~s hydrocarbure-deshydrog~nase et ol6fine-r6ductase 
sp6cifiques du NAD dans ces m~mes syst~mes indique que l 'oxydation de l 'hydro-  
carbure en alcool primaire s'effectue suivant deux 6tapes diff6rentes. 
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