
568  BIOCHIMICA ET BIOPHYSICA ACTA 

BBA 12264 

P O T E N T I E L  D ' O X Y D O R I ~ D U C T I O N  D E  LA D - 2 - H Y D R O X Y A C I D E :  

( A C C E P T E U R )  O X Y D O R I ~ D U C T A S E  D E  LA L E V U R E  A N A t ~ R O B I E  

M O T O H [ R O  I W A T S U B O  

Service de Biophysique,  Inst i tut  de Biologie physicochimique, 

13 Rue Pierre Curie, Paris  5 (France)  

(Requ le 6 fdvrier, 1963) 

S U M M A R Y  

The oxidation-reduction potential of D-2-hydroxyacid : (acceptor) 
oxydoreductase of anaerobic yeast 

The difference spectrum of oxidized enzyme minus D-lactate-reduced enzyme reveals 
the characteristic absorption bands of an oxidized flavin bound to the protein. The 
wavelengths of the peaks are : 455 m~u and 385 m#. 

The oxidation-reduction potential of the FAD bound to the D-lactate dehydrogen- 
ase (D-2-hydroxyacid: (acceptor) oxydoreductase) of anaerobic yeast has been 
determined. A spectrophotometric s tudy of the equilibrium between the flavin group 
and the D-lactate pyruvate  system gives values of EmF -- ---O.178 Volt at pH7.o  and 
3 o°. The pH-dependance coefficient of this potential is AEmF/ApH - 0.03 V. 

INTRODUCTION 

La D-lacticod6shydrog6nase (D-2-hydroxyacide: (accepteur) oxydor6ductase) de la 
levure ana6robie est un flavoenzyme dont le groupe prosth6tique r6versiblement dis- 
sociable est la FAD comme Font montr6 des exp6rienees cin6tiques d'activation, de 
protection et de r6activation sp6cifique apr~s trai tement acide 1 3. Ces exp6riences ont 
permis l 'estimation de l 'ordre de grandeur de la constante de dissociation du complexe 
apoenzyme-flavine ~ lO -8 M ~ pH 7 (voir r~f. 4). 

La d6termination du potentiel d'ox:~dor6duction de cet enzyme a pu ~tre faite 
de faqon simple par la m6thode spectrophotom~trique en 6tudiant l'6quilibre des 
formes r6duite et oxyd6e du flavoenzyme avec le syst~me D-lactate-pyruvate.  

MAT]~RIEL ET TECHNIQUE 

Toutes les solutions sont faites dans l 'eau bidistill6e sur Pyrex. 
D-Lactate de calcium (California Foundation for Biochemical Research) dissous 

dans l 'eau avec du Dowex 50 X2 (forme ammoniacale). La concentration de D-lactate 
est mesur6e enzymatiquement ~. 

Pyruvate  de sodium (Hoffmann-La Roche): solutions pr6par6es juste avant  
l'exp6rience. 

Abrdvia t ion :  D-LDH,  D-lact icod6shydrog6nase.  
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Ferricyanure de potassium (Merck): on prend comme coefficient d'extinction 
la valeur I.o 4- IO ~ cm2/M. 

D-Lacticod~shydrog~nase : pr6par~e ~ part ir  de la levure Saccharomyces cerevisiae 
(souche 59 RL 5) 6 cultiv~e en ana~robiose. L'extraction de l 'enzyme est effectu~e par  
cong61ation et d~gel parce que le broyage de la levure par l 'alumine ou par billes 
introduit trop de prot~ines inactives 7. L 'enzyme n'est pas stable dans des solutions 
de solvant organique m~me ~ - - I 5  °*. Pour fractionner la prot~ine, nous avons utilis~ 
seulement le sulfate d 'ammonium. 

Apr~s d~gel et addition d 'un volume de tampon phosphate 4o mM contenant 
Ioo mM de DL-lactate, on extrait  la levure par incubation ~ 38 °. Le p H e s t  ajust~ 

7.3 de temps en temps avec de l 'ammoniaque concentr~e. L 'enzyme est pr~cipit~ 
par le sulfate d 'ammonium (o.7 saturation, pH 6.5). Le pr~cipit~, dissous dans le 
tampon phosphate, est chauff~ en pr6sence de De-lactate xoo mM ~ 55 ° pendant 5 min 
pour d~naturer des prot~ines inactives. Le surnageant contenant l 'enzyme est 
fractionn~ par le sulfate d 'ammonium. Beaucoup d'alcool d~shydrog~nase cristalfise 

la concentration de sulfate d 'ammonium o.3-o.4 saturation. Apr~s avoir 61imin~ 
celui-ci par centrifugation (~ 37 ooo × g, 3o min), on r~p~te deux lois le fractionnement 
par le sulfate d 'ammonium entre o.45 et o.65 saturation. 

L'enzyme, dissous dans le volume minimum de tampon, est pass6 sur une colonne 
de Sephadex G-75 pour 61iminer le sulfate d 'ammonium et pour 6quilibrer la concentra- 
tion de tampon & 4o mM. L'enzyme ~lu~ de la colonne de Sephadex est pass~ sur une 
colonne de DEAE-Sephadex  A-5o ~quilibr~e pr~alablement avec une solution de 
tampon phosphate 40 mM (pH 7.3) et DL-lactate 20 mM. Cette 6tape correspond 
une adsorption des protdines inactives. L 'enzyme passe la colonne sans fitre absorb& 
On peut ~liminer ainsi des prot~ines colorfes qui g~nent l'~tude spectrophotom6trique 
de la flavine fix6e sur la D-LDH. L'enzyme ~lu6 de la colonne de DEAE-Sephadex  est 
concentr6 apr~s prgcipitation au sulfate d 'ammonium puis pass6 sur une colonne 
de Sephadex G-5o pour 61iminer de DL-lactate, le pyruvate  et les traces de flavine 
libre. La solution d 'enzyme est centrifug~e au moyen d'une centrifugeuse Spinco 
module L g 145 ooo × g pendant 3o rain pour obtenir une solution compl~tement 
limpide. L 'enzyme ainsi prfpar~ a une activit6 sp6cifique correspondant ~t 3-4.5 
(micromoles de D-lactate oxyd6 par I mg de protfiine, pH 7.2, 30°). D'apr6s le spectre 
diff6rentiel de cet enzyme, l 'activit6 molfculaire par groupe de FAD de l 'enzyme est 
de 13 ooo. 

Le spectre d'absorption est mesur6 au spectrophotomfitre Beckman mod+le DU 
muni d 'un compart iment  thermostat6 g 3 °0 -4- 0.2 °. Nous avons utilis6 des microcuves 
(trajet optique io mm, largeur 3 ram, volume de solution 0.5 ml). Dans les Figs. 1-3, 
routes les lectures sont exprim6es en valeurs corrig6es de fa~on ~ tenir compte des 
dilutions. Afin d'obtenir la meilleure pr6cision possible sur les mesures photomftriques,  
nous avons pris des prfcautions particulifires pour assurer la stabilit6 du spectrophoto- 
mfitre. La lampe A tungst~ne est alimentfe par une batterie d'accus de 12o A/h dont 
la d~charge est compens~e par une alimentation stabilis6e. On fait circuler de l 'air 
sdch6 darts le compart iment  du tube photo6lectrique et de l'amplificateur. Le bruit  
de fond exprim6 en degr6 d 'ahsorption est 2. lO -4 (20o0 Mohms, I sec.). 

Le pH des solutions est mesur6 ~ 3 °0 imm6diatement aprils la mesure spectro- 

L. NASLIN, communication personnelle. 
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photom6trique avec un pH m6tre Radiometer ~ 61ectrode de verre type B. Cette 
61ectrode est 6talonn6e par rapport  ~ un tampon standard phthalate acide de potassium 
o.o5 M. L'erreur est de l 'ordre ± o.oi pH. 

]~TUDE EXPI~RIMENTALE 

Rdduction par les substrats du F A D  fixd sur la D-LDH 

En utilisant une solution concentr6e d'enzyme, on peut mesurer directement la 
r6duction par le D-lactate ou par d 'autres substrats du FAD fix6 sur l 'enzyme en 
suivant la variation de degr6 d'absorption ~ 45o m#. La vitesse de r6duction de la 
flavine fix6e est trop grande pour qu'elle puisse 8tre mesur6e avec cet appareillage. 
L'6quilibre de r6duction est atteint instantan6ment. 

On sait que nos pr@arations de D-LDH, partiellement purifi6es, peuvent en pr4- 
sence de ferricyanure, oxyder trois substrats diff6rents, D-lactate, D-a-hydroxy- 
butyrate,  o-malateS, 9. Nous avons d 'abord voulu savoir, (a) si le m~me flavoenzyme, 
la D-LDH, est responsable de l 'oxydation de ces trois substrats, (b) si la pr6paration 
contient d 'autres flavoprot6ines ou flavines libres. 

Lorsqu'on ajoute ~ des 6chantillons identiques de D-LDH purifi6e, des quantit6s 
6gales et saturantes de chacun des substrats, on observe une diminution imm6diate 
du degr6 d 'absorption ~ 45o m# qui atteint exactement la mSme valeur dans les trois 
cas. Cette variation instantan6e est suivie, la plupart du temps, d'une tr6s lente 
diminution progressive. L'addition d'hydrosulfite seul ~ un 6chantillon identique 
d 'enzyme produit une diminution d'absorption deux fois plus grande que l 'addition 
des substances mentionn6es. 

T A B L E A U  I 

VARIATION INSTANTANI~E DU SPECTRE FLAVINIQUE DE LA PRI~PARATION ENZYMATIQUE 
P A R  A D D I T I O N  D E S  S U B S T R A T $  D E  LA D - L D H  

Enzyme (4 ° U/ml), 49o/~1; D-lactate, 1. 4 mM; D-a-hydroxybutyra te ,  1. 4 raM; o-malate,  1. 4 mM; 
D P N H ,  0.2 mM; p H  7.2. Lectures corrig6es pour  tenir  compte des dilutions. 

Substr ats A A ~o 

D-Lactate o.o27 
D-a-Hydroxybutyra te  o.o28 
o-Malate 0.028 
M61ange des trois subs t ra t s  0.029 
D P N H  n~gligeable 

L'addition simultan6e des trois substrats, chacun ~ concentration saturante, 
donne la m~me variation d'absorption que l 'addition d 'un seul d 'entre eux (Tableau I). 

L'addition de flavines libres ~ ce syst6me est suivie d 'une lente r6duction de 
celles-ci. 

On peut donc conclure que la mSme fraction flavoprot6ique, qui ne repr6sente 
environ qu'une moiti6 des flavoprot6ines totales, est r6duite imm6diatement par les 
D-lactate, D-malate, D-a-hydroxybutyrate,  tandis-que les autres flavoprot6ines ne sont 
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r~dtfites que tr+s lentement. Les flavines libres ayant  6t6 61imin6es par trai tement sur 
Sephadex comme on l 'a d4crit dans la pattie technique, il est logique que la fraction 
r~duite imm4diatement soit r6ellement un m6me flavoenzyme sp~cifique de ces trois 
substrats, la D-LDH. 

Spectre diffdrentiel de la D-LDH 

Nous avons mesur6 le spectre diff4rentiel D-LDH oxyd4e - -D-LDH r4duite par le 
D-lactate (Fig. i). I1 pr6sente des pics caract6ristiques de la flavine. Un pic visible 
se trouve ~ 455 m#, l 'autre pic ultraviolet A 385 m/~. Ces deux pics sont d4plac4s 

1 0.10C 455 rnp . . . .  

II , 
--a85 mp ~ ..... 2 <[ 

350  400 450 500 550 

Lonqueur d'onde m/~ 

Fig. I. Spectre  diff4rentiel de la D-LDH. Cuve de r4f4rence: enzyme,  49o/~1 (IiO U/ml) ;  eau, 
6.2/*1. Cure  de mesure : enzyme,  490/zl (i io U/ml) ; D-lactate, 6.2/~1 (concentrat ion finale, 3.2 mM). 

notablement (de 5 ~t io m/,) par rapport  au spectre de FAD libre. Cette modification 
vers les longueurs d'onde plus grandes a pparai t  vraisemblablement en raison de 
l ' interaction entre la flavine et l 'apoenzyme. 

Le spectre diff6rentiel de la D-LDH montre une bande d'absorption n4gative 
notable dans la r6gion entre 5oo m# et 55 ° m/t, beaucoup plus grande que les erreurs 
exp4rimentals de lecture et reproductible avec diff6rentes pr6parations d'enzymes. 1° 

La forme r6duite pr6sente donc une bande d'absorption ~ 530 m# qui peut 
correspondre soit ~ une bande caract6ristique du complexe enzyme-substrat ,  soit, 
plus probablelnent, ~t la forme semiquinonique du flavoenzyme qui absorbe g6n4rale- 
ment dans cette r4gion du spectre. Ceci sugg~re que la r4duction du flavoenzyme de 
D-LDH par le substrat  pourrait  met tre  en jeu la formation d'une semiquinone 
correspondant au transfert d 'un seul 41ectron ~ chaque flavine oxyd~e. 

Etude de l'dquilibre 

Comme la vitesse de l 'autoxydation du flavoenzyme D-LDH r4duit est n4gligeable 
par rapport  ~ la vitesse de r6duction par le substrat (inf6rieure ~t 2/Io ooo), on peut 
mesurer l'6quilibre de la r~action entre la D-LDH et le D-lactate dans une cure ordinaire 
en pr4sence d'air. 
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Nous avons ajout~/~ une solution d'enzyme une quantit6 de D-lactate sensible- 
ment plus grande que la quantit~ d'oxyg~ne dissoute dans l'eau. Le flavoenzyme est 
instantan6ment r6duit et le degr6 d'absorption ~ 45 ° m# diminue. Si l'on ajoute ~t ce 
systfime une certaine quantit6 de pyruvate, le degr6 d'absorption/~ 450 m# augmente 
imm6diatement (Fig. 2). Si l'on ajoute le pyruvate avant le D-lactate, la variation du 
degr~ d'absorption est moins grande qu'en absence de pyruvate. Les degr6s d'absorp- 

D-lactate pyruvate 
0 . 3 5 0 ~ _  ~ D-~ctate 

o 0 . 3 0 0  

0 2 5  . . . .  ' . . . .  ~ . . . .  i 

• 5 10 1 5  

Temps (min) 

$ 

Fig. 2. Equi l ibre  ent re  la D-LDH et le syst6me D-lactate pyruvate .  Enzyme,  490 ttl (90 U/ml); 
D-lactate, 6. 7 pl  (concentrat ion finale, 3-5 raM); pyruwtte ,  6.8/*l (concentrat ion finale, 3-5 mM); 

pH (~.7 o. 

tion ~ l'6quilibre dans ces deux cas sont identiques ~ concentrations 6gales de D-lactate 
et pyruvate. La rdaction est compl6tement reversible. Si l'on ajoute le ferricyanure 
(en quantitd dquivalente d'dlectrons) au lieu de pyruvate, on atteint encore le m~me 
6quilibre. 

Les concentrations des substances 5~ l'6quilibre ont 6t6 dftermin6es de la mani+re 
suivante: Concentration de l'enzyme total (Ft) = i.IO-4(A0--Al), Concentration de 
l 'enzyme oxydd (Fox) i . io  4(Alp Az), Concentration de l'enzyme rdduit (F,~d) == 
(Ft)--(Foz), A o, Az et Air  sont respectivement les degrds d'absorption mesurds en 
absence de lactate et pyruvate, en prdsence de lactate seul, en pr6sence de lactate et 
pyruvate. La lecture de degr6 d'absorption est corrigde par le facteur de dilution. 
Les concentrations de D-lactate et pyruvate, de l'ordre de IO -3 M, dtant beaucoup 
plus grandes que les concentrations d'enzyme, on peut confondre les concentrations 
de lactate et pyruvate ~t l'dquilibre avec les concentrations initiales ajoutdes. 

Variation de la constante apparente d'dquilibre en fonction du pH 

Supposons que le hombre des protons dissoci6s dans la r6action enzymatique 
est n. On peut 6crire 

flavo enzyme -t- D-lactate =- flavo - e n z y m e  + pyruva te  + n H  + 

ox rdd 

(F) (L) (FH) (P) (H +) 
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la vraie constante d'4quifibre est 

K --  
(FH) (P) (H+) " 

(F) (L) 

on appelle la constante apparente k un certain pH 

doric 

et 

(FH) (P) 
Kay, (v) (L) 

K = Kay(If+)" 

l (FH) (P) log K + n p H  log Ku~ = og ~ ) )  (L)  

Nous avons port6 log (FH)(P)/(F)(L) en ordonn6es et le pH en abscisses (Fig. 3). 
On obtient une droite dans la r6gion de pH de 6.3 A 7-5, de pente A log K a v / A p H  = i. 

Puisque les groupes carboxyliques du o-lactate et du pyruvate soot compl6tement 
dissoci6s dans cette r6gion de pH, il n 'y  a pas de variation de hombre de protons dans 

0.5 

O. • 
~.0 

• . , t . . . .  i . . . .  f . 

6.5 70 75 
pH 

Fig. 3. Var ia t ion  de la c o n s t a n t e  d 'dqui l ibre  en  fonc t ion  du  pH.  Enzyme ,  375/~1; t a m p o n  phos -  
pha te ,  0.2 M. 127/zl; D-lactate,  6. 7/*I (concen t ra t ion  finale, 3.5 mM);  py ruva t e ,  6.8/~l (concen- 
t r a t i on  finale, 3-5 raM). O, ~ e t  O, t rois  p r6para t ions  diffdrentes de l ' enzyme ;  G, 6quil ibre 

mesurd  avec  le f e r r i cyanure  au  lieu du py ruva t e .  

la r4action D-lactate ~ pyruvate. I1 en r6sulte que la variation du hombre de protons 
observ4e est due h une dissociation d'un proton du flavoenzyme s'op4rant au moment 
de la r6duction de celui-ci. Le sch6ma r6el est donc 

f l a v o ~ n z y m e  4- D-lactate  ~ - f l avo - - - enzyme  + H + + p y r u v a t e  
ox rdd 

Calcul du potentiel d'oxydordduction de l 'enzyme 

EmF = EmL + O-O30 log Kap (3 o°) 

Biochim. Biophys. Acla, 77 (1963) 56S 576 



574 M. IWATSUBO 

On note par EmF le potentiel de demir6duction du flavoenzyme. Selon une ddtermina- 
tion r6cente u, EmL, valeur de Em correspondant au syst~me D-lactate-pyruvate est 
--o.19o V ~ pH 7, 27 ° avec dEm/dpH = --o.o6 V. 

La valeur de log K ~  & pH 7.o est o.42. 
Donc 

EmF - -  o.19o + O.O12 o.178 V 

AEmF/~IpH = AEmL/zJpH + 0.03 ZIIog Ka!o/zIpH 

-- --0.06 + 0.03 -- --0.03 V 

DISCUSSION 

Nous avons d~termin6 le potentiel d'oxydor6duction de la D-lacticod6shydrog6nase 
par l'6tude de l'6quilibre entre l 'enzyme et le syst+me D-lactate-pyruvate. Pour 
d6terminer l'~quilibre: 

flavo enzyme + D-lactate ~ flavo--enzyme "- pyruvate + ~ H + 
ox r6d 

de fa¢on exacte, il est n6cessaire de connaitre avec pr6cision les concentrations r6elles 
de chacune des formes mol6culaires ~ l'6quilibre. En ce qui concerne le lactate et le 
pyruvate, ces concentrations sont connues facilement avec une grande pr6cision: 
ces rfactifs sont ajout6s tous deux ~t des concentrations tr~s grandes par rapport 
celles des autres r6actifs pr6sents: enzyme, oxyg~ne dissous, impuret6s apport~es par 
la pr@artion enzymatique (flavoprot~ines, etc.). L'influence de cet oxyg~ne dissous 
est ici extr~mement faible parce que la vitesse de rfoxydation de l'enzyme %duit, 
comme nous l'avons montr6 spectrophotom6triquement, est tr~s petite dans nos 
conditions exp6rimentales. Les quantit~s de lactate et pyruvate 5. l%quilibre sont donc 
~gales aux quantit6s initiales. 

En ce qui concerne les formes r6duite et oxyd~e du flavoenzyme ~ l'6quilibre, 
elles sont ~valu6es spectrophotom6triquement d'apr~s la variation de degr6 d'absorp- 
tion 5. 450 m# obtenue immddiatement et sp~cifiquement lors de l'addition de l'un des 
substrats du flavoenzyme. Nous avons discut6 plus haut (partie exp6rimentale) les 
faits exp6rimentaux qui conduisent ~t admettre que cette variation de densit6 
correspond r~ellement & l'oxydor~duction de la D-LDH elle-m6me, d'autres flavo- 
prot6ines n'6tant pas r6duites dans nos conditions d'exp6rience. 

Le fait que les potentiels des systfimes L/P et FH/F sont tr~s voisins est une bonne 
condition pour obtenir une d6termination correcte du potentiel de l'enzyme. 

La diff&ence des potentiels de demi-r6duction concernant la D-LDH et le 
syst~me L/P n'est pas grande dans le domaine de pH mesur6. A pH 6. 7, les potentiels 
sont 6gaux; dans la r6gion plus aeide, celui de l'enzyme est plus 6lev6 tandis qu'il est 
plus bas dans le domaine plus alcalin. Ce changement d@end de l'in6galit6 de A Em/A pH 
dans les deux cas (--0.06 V par unit~ de pH pour le syst~me D-lactate-pyruvate, 
--0.03 V par unit6 de pH pour l'enzyme). 

Le potentiel standard d'oxydor6duction de la D-LDH est d'environ 30 ou 4 ° mV 
plus haut que celui de FAD libre. Selon l'interpr~tation classiqne, cette diff~renee 
signifierait que l'affinit6 de FAD r~duit pour l 'apoenzyme est plus grande que celle 
de FAD oxyd6. D'apr~s la formule de CLARK 12 et l'estimation Io-SM pour la constante 
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de dissociation de FAD-enzyme, la constante de dissociation de FADH serait de l'ordre 
de Io-°M. 

Le potentiel de demi-r6duction ~ pH 7 de la D-LDH est assez bas par rapport 
celui des autres flavoprot6ines: glucose oxydase (EC 1.1.3.4)(0.08 V) la, D-aminoacide 
oxydase (EC 1.4.3.3) (o.o15 V) 14, ( - -o . i i o  V) 15, NADPH 2 diaphorase (EC 1.6.99.1 ) 
(--o.123 V) 16, xanthine oxydase (EC 1.2.3.2) (--0.220 V) 17. 

Les pentes de variation de Em en fonction du pH pour les flavoenzymes n'ont 
pas 6t6 suffisamment 6tudi6es. Pour la D-aminoacide oxydase, on a montr6 que 
zJEm/~lpH ~ --0.025 V par unit6 de pH (voir r6f. I5), tandis que pour la NADPH 2 
diaphorase, on a la valeur --0.06 V par unit6 de pH (voir r6f. 16). Pour la D-LDH 
6tudi6e ici, la pente est de --o.03 V. D'autre part, on sait qu'une dissociation des protons 
intervient sur les flavines libres ~ pH 6. 7 (voir r6f. 18). II n'a pas 6t6 possible de mettre 
en 6vidence un tel changement ni pour la D-LDH ni pour la NADPH~ diaphorase dans 
la r6gion de pH mesur6e. Il est certain que le mode de dissociation de la flavine fix6e 
n'est pas identique pour tous ces flavoenzymes. 

I1 a 6t6 montr6 ~t plusieurs reprises que dans la r6duction des flavoenzymes, il y a 
une formation notable d'une forme semiquinonique. Le spectre d'absorption ca- 
ract6ristique de celle-ci se trouve dans la r6gion de 500 ~ 600 mk, lg. Elle a pu ~tre 
d6cel6e au moyen de la r6sonance paramagn6tique 61ectronique 2°-2~. Cependant, 
l 'absorption dans ce domaine de fr6quences peut-4tre li6e ~t l 'excitation de certain 
complexe enzyme-substrat;  l 'examen de cette possibilit6, l'6tude cin6tique de la 
formation tr6s probable de semiquinone, et les caract6ristiques de la r6sonance para- 
magn4tique 61ectronique, sont le but d'un prochain travail. 
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R]~SUMI~ 

Le potentiel d'oxydor6duction de la D-lacticod6shydrog6nase (D-2-hydroxyacide: 
(accepteur) oxydor6ductase) de la levure ana6robie a 6t6 d6termin6 spectrophoto- 
m6triquement par l'6tude de l'6quilibre entre l 'enzyme et le syst~me D-lactate-pyru- 
vate. La valeur obtenue pour Ern ~ pH 7.o et h 3 °o est de --o.178 V avec la pente 
/IEm//IpH --0.o3 V par unit6 de pH. 

Le spectre diff6ientiel de la D-LDH oxyd6e par rapport h la D-LDH r6duite par 
le D-lactate, montre deux pics caract6ristiques de la flavine, l'un h 455 m/~, l 'autre 
~t 385 m/~. 
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