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SUMMARY 

Oxidation of higher alcohols i~ Candida tropicalis cultivah'd on hydrocarbons 
A soluble NAI)  ~-linked alcohol dchydrogenasc  (alcolml:NAl_)- oxidoreductase ,  

E(" I.I.~.~) induced bv hydrocarbon  has been s tudied in cell-free ext rac t  of Candida 
lropicalis cul t iva ted  on n- tc t radecane.  Kinet ic  prolwrtics,  such as the variat i(m ()f 
Km and ;'max as it function of chain h'ngth, and subs t ra te  specificity might  inv()lve 
hy'drophobic in teract ions  between the subs t ra te  and the enzyme.  

This inducibh, enzyme is different from the par t i cu la te  prcvi(msly described.  

I NTRO1)UCTIf)N 

l.cs dtudes rdcentcs sur le nldcanisme enzynla t ique  de la ddgradat ion  des a lkanes  
ont montrd l 'cxistcnce de plusieurs voies mdtabol iques  qui different essentiel lement 
entre  elles par  l ' a t t aquc  pr imairc  du subs t ra t ,  mais qui about issent  toutes  it la fl)rma- 
tion de l'ah'ool primairc, correspondant ,  i'\ pa r t i r  tie l 'alcool (-es voics mdtabol iques  
s~.' pollrsuivtqlt par  une sdrie de ddshydrogdnases  h pyr idines  nucldotidcs I ~ jusqu'5 
l 'acide gras cor respondant  qui est ensui te  ddgradd par  / ' /-oxydation s. Chez Pseudo- 
mom,s m'ruginosa l 'a lcool-ddshydrogdnase X A D i - d d p e n d a n t e  (ah'(dlol:N..kD) oxi(h~- 
r&luctase,  EC I . I . t . I )  impliqudc clans ce mdtabol isme est de na turc  const i tut ive1;  
par  ailleurs C]lCZ ces m('mes microorganismes VAx I)I:R IANI)EX F.T | [ t 'YBRI:( ;TSF 4 

ont I m met t re  en dvidence une aut re  alcool-ddshydrogdnase NAD(P) ) - i nddpendan t e  
st)dcithluement induite  par  los hvdrocarbures .  I)e marne chez les lcvures, los hydr()- 
carbures  induisent  des ah:ool-ddshydrogdnases actives it l 'dgard des ah'()ols supdrieurs.  
( 'hez Saccharontvccs ccrcvisiac elles s()nt au nolnbre de deux l 'unc par t icula i re  (~ el 
l ' au t re  soluble ~, chez C. tropicalis l ' a lcool-ddshydrogdnase par t icula i re  a dtd mis t  cn 
dvidcnce et s . n  dtudc nous a lwrmis de conclure it la prdscnce d ' ac t iv i id  enzymat iquc  
de na ture  soluble. 

l .a  question quc l'(m pout sc poser aprbs l 'd tude de la spdcificit(.' de ~ubstrat  
ct en par t icul ier  l 'activit(" de ces enzymes ;t l 'dgard des a,¢0-diols est th' sax'(fir si cc 
subs t ra t  cst oxvdd par le mbme enzyme quc l 'alcool pr imaire  cor respondant ,  ()u s 'il  
t'st impliqud dan.- unc chainc mdtabol iquc diffdrente ct cc d ' a u t a n t  plus quc cos 
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activitds enzymatiques dtant int6gr6es dans des structures particulaires n 'on t  jamais 
dt6 purifi6es, l.es m6mes arguments  peuvent 6tre inw)quds it propos de l 'activit6 
de ces enzymes 5. l '6gard de l 'dthanol. Nous sommes done amends b. poser le problhme 
de la nature du nombre et du r61e physiologique de ces enzymes chez les levures et 
ce d ' au tan t  plus que de nombreux auteurs s-I° en ont ddj'a soulign6 l ' importanee.  
Nous nous proposcms done aprhs l '6tude chez C. tropicalis de l 'alcool-d6shydrogdnase 
particulaire de prdciser la nature de l 'alcool-ddshydrog6nase soluble chez ce m6me 
microorganisme, et de \,drifter dans quelle mesure les mdcanismes d 'oxyda t ion  des 
~t,m-diols e.t de l '6thanol se dissocient de cehfi des ah'ools primaires ddrivant ind'ta- 
boliquement de l 'oxydat ion des hvdrocarlmres. 

M:VI'EI¢II~.I. 1.2T MI:2TttOI)I-S 

Organismc 
('amtida tropica]is souche IO~ de notre collection. 

Cultures el mcsure de l'activitd cnzvmatiqm' 
Les cellules sont cult iv&s et recueillies dans ]es conditions ddjh d6crites 6. L'aeti-  

vit6 ddshydrogdnasique ~'t l 'dgard des aleools est ddtermin6e 5̀  partir de la mesure de 
rdduction du NAI)  ¢ (7' i o  a M) ~ 34 ° nm en prdsence de solutions d'alcools dans la 
dimdthylformamide dans les conditions ddja indiqudes ~'. 

Pr@araliou el pumficalion de l'cxtrait cnzvmatiqm' 
L'extrai t  surnageant H obtenu par centrifugation /~ 22o ooo × g est filtrd sur 

une colonne (4 ° cm × 2 cm) de Sephadex G-Io dquilibr6e avec un tampon Tris -HCI 
o.o5 M, pIq 7.7, les fractions actives exclues du gel sont rdunies et appliqu6es sur une 
colonne (3 cm × 15 cm) de DEAE-celhllose dquilibr6e avec ce m6rne tampon,  l'dlu- 
tion est r6alisde par un gradient lin6aire de NaC1 (o 5̀  o.8 M) en tampon Tris-HC1 
o.o5 M, pH 7.7- Les fractions a t t i res  dlu,Ses entre o.2o et o.22 M NaCI sont rdunies 
et pr6cipitdes par (NH4)2SO 4 5̀  8o% de saturation, le pr6cipitd obtenu est redissous 
dans 5 ml de tampon Tris H('I o.o 5 M, pH 7.7, puis filtr6 sur une cohmne (2. 5 cm >'. 
7 ° cm) de Sephadex (;-2oo 6quilibrde avec le m6me tampon,  l 'activit6 enzymat ique 
est dlu6.e dans la premibre fraction suivant le volume d'exclusion. 

3lise en dvidencc des produils dc la rdactiou 
I.es produits d 'oxyda t ion  des alcools pfimaires alddhydes et acides sont identi- 

fi4s d 'aprbs les m4thodes ddjh d6crites ~. 
Les produits d 'oxyda t ion  des a,o~-diols et en particulier du LIo-d6candiol  sont 

analysds soit par chromatogral~hie sur gel de silice solwmt benzbne-dioxane acide 
acdtique (2oo:25: to ,  v/v/v), les Rv du L Io-ddeanediol de l 'o)-hwlroxvacide et du 
diacide correspondant sont respectivement de o.3, o.37 et o.43 , sc~it apr6s chromato-  
graphie sur cohmne (I e m ×  I o c m )  d 'alumine en milieu m(thanol  suivant la mf thode  
ddcrite par Kt ' svxosE  et al) 2 dans ces conditions le LIo-dc&'andiol est 61u6 par le 
m6thanol et la fraction acide par le m61ange mdthanol-acide acdtique {3:I ,  v /v ) .  

Cette fraction acide analvsde par chromatogral)hie sur gel de silice prdsente une tache 
correspondant "l l 'o~-hydroxyddcanoique acide, l 'oxydat ion au permanganate  conduit 
;IU diacide correspondant.  
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t,¢ 1{i s l,z I.'I'ATS 

.l l i s t  ('Iz k'idcnce ct flur(fication d 'um'  alcool-ddshydrogdmlse soluf)lc chcz ('. lr@icalis 
culli~'d sur hvdrocarhurcs 

I.es ex t r a i t s  s u r n a g e a n t  de ('. tropicalis cul t ivd sur  lz- tdtraddcane cataly 'sent  
l ' . x v d a t i o n  du  I -d (cano l  et clu I , Io -ddcaned io l  en pr6sem'e de N A I )  et possbdent  
un(' a( ' t ivi t6 endogbne  dgale it 8o'I{ ) (tt' l ' ac t iv i td  mcsurde en prdsence de subs t r a t ,  l.a 
f i l t ra t ion de ces ex t ra i t s  s u r n a g e a n t s  sur  c(>hmne oh, Bio gel P . )  d l imine t() talem( 'nt  
cet tc  ac t iv i td  ench)gbne. L ' an a l y s e  des p rodu i t s  de la rdac'tion par  chromat( )graphie  
sur  gel de sili('t' (lan> h's c()nditi()ns cl8j;t indi(lu('( 's m o n t r e  que le I -ddcanol  est t rans-  
f()rnl(5 c()l'l)lll(' (lans h' cas (l(Sjil d0crit n en d0can()l et a(-ide dd(-ailoi'qu(,. 

g ' o x v d a t i ( m  dans  les ni0mes ( 'onditi()ns du x,Io-ddcanedi()I c()nduit  "t la f()r)na- 
ti(m de l ' . .hxdr(~x\ac id(~ ('orr(:si>()nclant. 

].'t,x:.tlll(:n (]tl ]'ab](.'au I lll()ntr(_' (]ue l 'a]c()()l-ddshydrogdnase a ('td imrifi(( ' on- 

"I'A IH.I,'.\ U 1 

PURII,'IC.-~.TION 1)1': I.'AI.COOI.-I)I".SII'~'I)RO(;I:;NASF; 

l"ractton .qc/tvth" .qctivil[ l?(')ulcm¢ ~H .q .~*" 
sp&'zfiquc" hltah' (%) - 

• 4 .~  "2 " *  * 

Sephadex (;-io ,s- 1o8 ooo TOO I .~)() 
l )1" A I':-cellulose 
(aprds prdcipitation 
par ( N F ] O ~ S ( )  1 5 
,NO ° ,  ) 1530 3,N OOO J5  I 'SN 
.~Oph~l(|('x (;-2o¢) 234 c) 2 2  o()o 2{) I.(). l 

" l.'activitd sp(~ciliquc cst cxprimde en nmolcs dc N.\I)+ rdduit par rain et par mg tic 
prot,Sinc. 

"" .4.s'l actixitd st)t;cilique h l'dgard du l-ddcanol. 
"'" .q.~z uc:livild spdciflque h l'd~ard du l.lO-d('cancdiol. 

v i ron  3o fl)is avec un  r e n d m n e n t  de l 'o rdre  de 2o(},/0. I[ est i m p o r t a n t  de no te r  que 
tou t  au long (te la pur i t ica t ion  le ral)port  des ac t iv i tds  mesurdes en prdsence de 1- 
ddcanol  ct de I, [o-ddcanediol  reste cons t an t .  

l:'tztd,' cim;liqm' dc l'o.v.vdalimt des alcools ct des dims 
l .a  f ract ion purifide c a t a l y s t  l ' o x y d a t i o n  du  I -ddcanol  et du I,IO-ctdcanediol en 

twdsenc'e de NAI)  ¢ avec un  Km "h l '6gard de ce coenzyme iden t ique  pour  les deux  
N,,, ( N / \ I ) ' )  = o. 4 raM. Les c o n s t a n t e s  de blichaelis  dd te rmindes  it l 'dgarcl cles alcools 
o u  des diols son t  rassembldes  dans  le T a b l e a u  II.  I1 est facile de writ  clue les K m  

sont  d ' a u t a n t  plus cfficaccs que la h m g u e u r  de cha ine  a u g m e n t e  et clue pour  un  m6me 
nomt)re  d ' a t o m e s  de ca rbone  d ies  sont  plus  efficaces pour  les alcools que pour  les 
diols;  les Vnmx su ivcn t  une  hfi iden t ique .  ('o's xdsultats diffdrencient  cet te  ac t iv i t6  
e n z y m a t i q u e  de l ' a l c .o l -ddshydrogdnase  par t i cu la i re  de ('. tropicalis prdcddemment  
6tudi~e. C e p e n d a n t  l 'd tude  c o m p a r a t i v e  de l ' o x v d a t i o n  des ah ' . o l s  et des diols pe rmet  
deux  ccmsta ta t ions  : 
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E T  I . E S  l ) I O I . S  

,S'ubstrat t(,,, ( m 3 1 )  v.,,,.,. 

l - l ) d c a n o l  o. 24 1750  
l -I ) o d d c a n o l  o. T 5 185o  
l - ' l 'd t  r a d d c a n o l  o. I 2 - 12.5 
I ,  I O- I ) d c a n c d i o l  o . 8 0  h ( ) o  

l , I  I -l, Tnddcaned i ( ) l  o . 7 z  ( ) i o  
1 , I 2 - l ) o d d c a n e d i o l  o . 6 o  I 12o 

(i) l.'activite} ddshydrog(~nasique A l '4gard des alcools primaires croit en fimc- 
tion tie la concentrat ion en substrat ,  a t te int  une valeur limite et pour des concen- 
t ra t ions sup(.'rieures le subs t ra t  devient  rapidement  inhibiteur (Fig. I), ce phdnom/2ne 
se re t rouve quelque soit la hmgueur  de la chaine hydrocarbonde ;l ceci prbs que la 
valeur limite est de plus en plus dlevde lorsque la longueur de chaine augmente ,  et 
que parall~lement le degrd d ' inhibi t ion pour une m6me concentrat ion est de plus en 
plus fort. Ce qui est conforme au cah'ul de K,n et V m a x  (Fig. 2). 

c 

~0.3~ 

°.2 t 
I 

0.,i 

i x 

i t  

- ;  ,b . . . . .  1~ 
[Substrot ] IOA'H 

l"ig. I .  l n t h m n c e  d e  la concei~trat ion  tit, s u b s t r a t  s u r  la  v i t e s s e  d ' o x . v d a t i o n  i n i t i a l e  d e  <lifl ,3rents 
a l c o o l s  a v e c  d e s  sys t~e ,nes  c x p d r i m m a t a u x  7" l o  s .M via N A I )  ~ c t  c o n t e n a n t  o . a  m g  d e  p r o t d i n e ,  
s u b s t r a t  : ( I )  I - d d c a n o l ;  (z) ] - d o d , ~ c a n o l ;  (3) 1 - td t r ; t ddCa lml .  

(2) ..~ I 'dgard des diols aucune inhibition par  exc/~s de subst ra t  n 'est  constatde 
(Fig. 3). 

Ces observat ions  peuvent  apparenmlent  laisser penser A l 'existence de deux ac- 
tivit~s enzymatiques ,  cependant  l ' inact ivat ion thermique mesurde avec le I-d(.'can,)l 
et le t , m - d d c a n e d M  est identique; les cin~tiques d ' inact iva t ion  thermique (Fig. 4, 
Courbes I e t  2) sont identiques pour les deux substrats .  I)e plus on peut  consta ter  
(Fig. 4, Courbes 3 et 4) que cet enzyme cliff#ere de I 'alcool-ddshydrog~nase particulaire 
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1/[Substroti ( 0 N) 

l:i~. -. l n h i b i t i ( m  pa r  L'xc'bs (1L" s u l ) s t r a t  (lc l ' a c t i v i t d  a l coo l -ddshy(  rogdn tsc, s()h I)lc : r c p r d s e n t a t i ( m  
g r a p h i q u e  s u i v a n t  la m d t h o d e  (to' l , i n e w e a v c r  Burk .  S,vst~mes e x p d r i m e n t a u x  i d e n t i q l , e s ' a  c tmx 
(It la Fig. l :  los a c t i v i l d s  a l c o o l - d d s h y ( l r o g d n a s e s  s o n t  d,Stermin( 'cs  il l 'dgar( l  du  l - d d c a n o l  ( l)  du 
]-(loddcan()l  (-) c t  du r - t ( ' t ra ( Idcanol  (3), 

qui  pour  un  m{'me t emps  d ' i n c u b a t i o n  i~ la m~'me t e lnpdra tu rc  d o n n e  un  t aux  d ' i n -  
a c t i v a t i o n  IO fois plus  dlevd. 

l'ropridtds g&z&ah's 
A\'ec los ex t r a i t s  purifids l ' ac t iv i td  e n z y m a t i q u e  est propor t ioncl lc  ~'l la concen-  

t r a t i on  en im)tdincs,  d i e  est spdcit ique du  NAI)  et en aucun  cas le NAI )P ,  ou un  
c o l o r a n t ,  i1~ [ )Put  r e n l p l a c e r  c c  c o e n z v l n 0 .  

. . . . . . . .  7v i - -  

-2 -1 0 1 2 
1/[Substrat] (10 .3 M) 

FiR. 3. l n f l u e n c e  dc l : t c o n c e n t r a t i o n c n ( ~ . r , ~ - d i o l s u r l a  v i t e s s e i n i t i a l e d ' o x y d a t i o n  d c ( ' ( ~ s u b s t r a t :  
h,s a c t i v i h : s  sont  ddtermin(,es i~ I ' ( ;aard du  l , t ( > d d c a n d i o l  (t) du  l . [  l - u n d d c a n d i o l  (- i  (,t du  i. 1 z- 
d(xldcan( l i (d  (3). ,qvst(,nlt,s e x p d r i m c n t a u x  i th ,n t iqucs  & c c u x  (It  la FiR. i. 
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Fig..I. Cindtique d'inactivation thcrmiquc des activitds alcool-ddshydrog(nases solubles (I,2) ct 
particulaire (3,.I) de C. lropicalis cultivdes sur n-tdtraddcane. Les mdlanges coutenant les prdpa- 
rations enzymatiques (i mg de protdine) sont incubds a 51 . Les activitds alcool-ddshydrogdnases 
~ont ddtermindes /t l'6gard du ddcanol (2,. t) et du ddcanediol (I,3). 

En  f lmct ion  du pH  d i e  prdscnte  un o p t i m u m  en t re  p H  8.8 et O en t a m p o n  

" l ' r i s - l l ( ' l  o.o 5 M. L ' e n z y m e  est t h e r m o l a b i l e  et p resque  t o t a l e m e n t  inac t ivd  apr/_'s 

une  incubat i~m de ~o' it 5o". 

I . ' e n z y m e  est  pa r  a i l leurs  s tab le  et peu t  se conse rve r  ~ o': p e n d a n t  4 )mrs sans  

per tc  no tab l e  d'activit(~. I.es r4sul ta t s  rassemblds  dans  le Table.an I I I  m o n t r e n t  ClUe 

l ' e n z y m e  purifid est  a c t i f  ~ l 'dgard  du 2-d&'anol  et non du 5-d6canol .  l .e 9-d&'~ne-I-ol  

cst deshydrogdn6  de nl6111e que  le I , Io -ddcancd io l .  

Pour  les alcools  pr imai res ,  l ' a c t iv i td  spdcif ique croi t  avec  la l ongueur  de cha ine  

(l:ig. 5) la d d t e r m i n a t i o n  de ses va leurs  rdalisde pour  des c o n c e n t r a t i o n s  en subs t r a t  

infdr ieurcs  ;~ la c o n c e n t r a t i o n  inhibi t r ice .  I1 est i m p o r t a n t  de soul igner  que  cet  e n z y m e  

est  incapal) le  de c a t a l v s e r  les o x w l a t i o n s  des alcools  infdrieurs  e t c n  pa r t i cu l i e r  de 
l ' d tha lml .  

'I'A 1~,I A".\ I : I l l  

SI'II- 'CII"ICI'I 'I:;  I)1'2 S U B S T R A T  1)1'2 I . ' A I . C f ) O L - I ) ~ : S I I Y D R O ( ; E N A S E  S O L U B L E  . \  I . ' I ;X; . , \RI)  I)E IH1 , ' I . ' I : .RENTS 
A LC OOL'q  

Nubstrat ,'1 ctivit:. (°o) 

I -I )dcanol loo 
e -  l )dcanol 8o 
5-I )dcanol o 
q - I  )dc( ,ne- I -o l  4-" 
t, 1 o- 1 )6ca nedi,:fl 5 ° 

Biochim. Biol, hys. Acta, zzo  (197 o) 386-305 
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C2 ~3 C'/, c7 c8 c9 c10 c,1 c12 Cl3 ~-1/. 

AIcooLs 

1 
C' 5 C 6 

F i g .  5 . . \ c t i v i t 6  a l c o ~ f l - d ( 3 s h y d r o g 6 n a s c  s o l u b l e  it l ' ( ; g a r d  d e s  < l i t l d r c n t s  a l c o o l s  p r i m a i r c s ,  l . ' a c t i v i t ~ ;  
c s t  c x p r i n l 6 t ,  en  " ,  (It' l ' a c t i v i t 6  mCstlr¢;c a v c c  lc I-(lotlt"c;.illol. 

Inhibition dc l'aclivitd enzymatique 
l.es rfsultats  rassembl6s dans le Tableau IX' m0ntrent  que l 'activit6 enzymati-  

que est insensible au KEN ct au NaN ae t  cettc observation ral)l)roche ('et enzyme (It 
l'alcool deshydrogdnase de S. ccrcvisiac ct le diff~rencie de l'alco(d-d6shy(lrog6nase 
particulaire de C. lropicahs (IdiOt dtudi(w. 

"1".\ I H . I ' ; A  [" 1\" 

INI. 'I .UEN(:E 1)1-; I)II,'I"I:'RENTS INIIIIHI'I,;I. 'RS SUR I.'..~C'I'IVITt". 
ME.";L'RI~;E AVEC 1.15 I-I)("CA.N('~I. ET I.E 1,10-I)I3CANI)If)I .  

lnhzbdmn (%) 

l-l)l:(alll)/ l,lo-l)~:ca~.zdbl[ 

l ,h ibz tcur  (I Hi.]l) 
I O(IO;IC('*tat(' 2 1 2o 
I h d r ~ x v l a m i n t ,  53 55 
K (" N t 5 t ,; 
-~ ~ I -'N" 3 1~ 1(1 
I l ~ ( ' l  2 I o o  l o h  

~-c [ l ]O rO l l l t , r c t l r i  b tq l  zo&Lv l o l )  1()o 

Fu'-' ' 55 5 ')  
(-u:z • 05 G3 
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Le n-ddcane et ses d4riv~s halogdnds ou sulfonds inhibent ,5 la concentrat ion de 
6" IO -a  M l 'activitd enzymat ique ~t l '6gard du i-d4eanol. Ces observations rapportdes 
dans le Tableau V montrent  que l ' inhibition augmente avec l'61ectrondgativitd de 
l'halog~ne, il est important  de s ,ul igner clue le phdnyld6cane contrairement au ddcane 
n 'a  aueune action inhibitrice. 

Essais de rdgulation 
L'activi td enzymat ique n 'apparai t  que pour des cellules de ('. tropicalis culti- 

vdes sur hydrocarbure avec un niveau de 35o a 5oo unitds/mg de prote}ines cultivdes 
sur les intermddiaires mdtaboliques c'est-a-dire l'alcool et l 'alddhyde l 'enzvme est 
induit dans les m~mes conditions. Entin les extraits obtenus h partir  de cellules 
cultivdes sur glucose n 'ont  aucune activitd enzymatique,  ce dernier phdnombne difff'- 
rencie cette activit4 enzymat ique de celle de nature particulaire qui prdsente toujours 
un niw'au de base non ndgligeable. 

I)INCUSNION 

Les extraits de C. tropicalis cultivd sur hydrocarbure possgedent deux activitds 
alcool-d~shydrogdnases actives A l '6gard des alcools supdrieurs et des ~t,o)-diols, l 'une 
a dt6 localis~e dans les particules probablement d'origine mitochondriale de ces cel- 
lules et l 'autre de nature soluble a dtd partiellement purifide ce qui nous a permis de 
prdciser la spdciticit6 it l '6gard du substrat.  En particulier, deux constatat ions s ' im- 
posent : 

(I) L 'enzyme soluble est incapable de catah 'ser  l 'oxvdat ion de l '6thanol. Cette 
observation l{~ve l 'ambiguitd rencontrde au eours de l 'dtude de l 'alcool-ddshydrogdnase 
de S. cerevisiae induite par les hydrocarbures et qui possddait une activitd "~ l 'dgard 
de l 'dthanol non ndgligeable et peut ainsi s 'expliquer par une contaminat ion en 
6t hanol-ddshydrog6nase classique. 

(2) Les rdsultats obtenus lors de la tmrification montrent  que le i-d6canol et 
le LIo-d6canediol  sont ddshydrogdnds par une m6me enzyme, de plus les cin6tiques 
d ' inaet ivat ion thermique identiques pour les deux substrats  le confirment. 

l.a question clue l'cm peut se poser est de savoir pourquoi le I ,Io-ddcanediol 
est transform6 en ro-hydroxyacide et ncm en diacide. 

La (hRerminaticm exp6rimentale des Km tie cette enzyme pour des substrats  
insolubles dans l 'eau a ~t~ rendue possible grace "5. l 'utilisation de solutions d'alcools 
et d'a,o~-diols dans la dimdthy.'lfornlamide, en particulier dans de relies conditions il a 
6td possible d'dtablir  des comparaisons pour des substrats  diffdrents. 

L 'dtude cindtique de l 'oxvdat ion des alcools inontre qu'il y a une inhibiticm 
par exc~s de substrat  qui ne se retrouve t)as dans le cas de la ddshydrogdnation des 
a,o)-diols. Pour ces deux types de substrats  eependant l'affinit6 augmente avec la 
hmgueur de la chaine hydrocarbon6e. Ces deux observations rejoignent celles ddcrites 
p a r  VAN I)ER LINI)EN ET I-TUYBRFG'fSE 't et peuwmt s 'expliquer par l 'existence de 
deux sites d ' a t t achement  du substrat  sur la moldcule d'enzy'me, l 'un des sites fixerait 
le groul)ement hydroxyl  dans les conditions dtudi~es par SUNI) ET THEOREI.I. la et 
l 'autre site correspondrait  probablement ~ une rdgion ayant  une trbs forte affinit( 
pour les ehaines et capable de forme.r des liaisons hydrophobes avec cette chaine. 
l)ans ces conditions l'influence de la hmgueur de chaine sur l'affinitd de l 'enzyme 
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pour son subs t ra t  s 'e.xl)liquerait,  et serait  d i rec tement  li(}e 7t llt d is tance entre ces 
deux sites, ce qui l )er lnet t rai t  de comprendre  t)ourquoi l 'd thanol ,  le propanol  et le 
butai iol  ne sent  l)aS des subs t ra t s  de l 'enzvmc, l.'n ntodble avai t  (h:ja dtd t)rot)osd par  
t~,ARI)I.I~.Y t'l a l .  l l  pour expl iquer  llt sp4citicitd du subs t ra t  de ht dianline-t)xv(lase. 
l . 'exis tence de ce (tcrnier site t l ' a t i aehemen t  t)ourrait  expli t luer  l 'effet inhibi teur  du 
n-d(t 'al te et de ses d(r ivds  hitl()gdnt!s, (I.c plus (]:.uls le c'it> (lit i,i()-d£.cane([i()l l'cixvtht- 
t ion d 'une  des f(,ncti()n> ah:o()l t:n acide conduit  a l ' r , , -hydroxvacide d - n t  la pt)htritt~ 
clnp5che llt fixation sur le sit(' d ' a t t a c h e m e n t .  I.a t)rdsen('e d 'un  tel site d ' a t l a c h e u w n t  
l)eUt 5tre ddcritc en des termes d 'effet  solvant  ct expli<luerait llt gran(h'  at'tinit(: (It' 
cet enzyme pour  h's alc()ols supdrieurs.  

l .a  comparais()n des pr(,t)ridt~s de cet enzvnae ( inact ivat ion thernmlue,  sensi- 
l)ilit~ aux inhibi teurs  ct c(,mp()rtement it l 'dgard <tu sul)strat)  avec celh!s (ldj'i (h'.'crites ~ 
de l ' enzvme par t icula i re  de co rot'me organisme hi)us t)ermet d 'af t i rn |er  (lu'ils sent  de 
nature  diffdrentes et (lue l ' enzxme soluble ne t)eut en aucun ('as rdsultcr (t 'une solubili- 
sltti(m de l 'cnzvnie par t icula i re  au tours  de lit t)rdl)arati(m des ex t ra i t s  accllulaires. 
l';t l ' . n  l i t ' t i t  sc (leniander si ('t's ttiffdrcnces s(ml le rt:sultat de l ' intdgrati()n dc cvt 
enz\nll? duns UllC strt l t ' t t lre tit' nature lllt ' i l lbl'anztir/', <lui entrainerai t  des lib ~ditications 
sllr les sites d ' a t tache l l ten t  du sul)strat ,  o u s i  \ ' ra iment  ct's (leux enzviiles sent  lids h 
deux f(mcti(ms t)hysi(>h)gi<lues diffdrentes. I~;ffeetivelnent l 't:tude tit' leur rC'gulati-n 
l i lOlltre utle diff(rence puis(lue l ' e n z v l l / e  s()luble est sp(}('iti(lUell/ent indui t  par l 'h\(h¢)- 
('arl)ure. 

Une alcool-(h"shydrogdnase soluble N A I ) - ( l @ e n d a n t e  ( a h : o ( , l : N A I )  t (,xi(h,- 
i 'd(tuctasc, EC i . I . i . I )  induite  par  los hydrocarbures ,  a (~t,5 mis t  en dvidence dims 10s 
ex t ra i t s  acellulaires l)rdpards it pa r t i r  de ('ellules de ( ' a n d i d a  t r o p i c a l i s  cult iv&' sur 

J>tdtraddcane. 
I.es l)ropridtds cindtiques dtudides avee l ' enzvmc l)art iel lement purifide, telh's 

qu(' It's var ia t ions  de Km et Vmax en f()nction de la hmgueur  de chaine, pe rmet t en t  de 
pcnser h des in teract ions  de na ture  hydr()phobe entre  le subs t ra t  ('t l ' enzvme.  11 a 
dtd par  aiIlcurs ln(mtrd que cet te  cnzvnw induct ib le  est difff, rente (It' l 'alcool-ddshvdr()- 

gdllitsc part icnlaire pr(ct;delnnlel l t  ddcrite. 
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