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SUMMARY 

Bactejfial nitrate reductases. Solubilization, purijcntion and properties of the enzyme A 

qf Micrococcus halodenitrijcans 

Solubilization and purification. Crude extract is prepared from cells of Micro- 

coccus halodevtitri$cans grown anaerobically in the presence of NO,-. Nitrate reductase 
A is solubilized by an alkali-acetone treatment of particles. The purification consists 
of four steps: Sephadex gel filtration; elimination of nucleic acids by protamine 
sulfate precipitation; two successive absorptions and elutions on Ca,(PO,), gel. The 
enzyme is purified 4o-fold with a yield of 12%. Polyacrylamide gel electrophoresis 
show the preparation to be homogeneous. 

Properties. Molecular weight : (electrophoresis) 165 ooo. Flavins: no FMN or 
FAD. Purified preparations have a brown color. Absorption increases continuously 
from 600 to 280 nm. The spectrum has a shoulder at 410 nm, but no peak in the 
visible or near-ultraviolet. The enzyme contains approximately 2 Fe atoms, I MO 
atom and 4 “labile sulfide groups in acid medium” per mole (M, = 165 000). It has 
a high content in aspartic and glutamic acids. Electron donors: the enzyme uses the 
reduced forms of viologen indicators, FMNH, but not NADH and NADPH. It uses 
NO,- and ClO,- as substrates. Cyanide and azide inhibit its activity. The inhibition 
by azide is competitive. The enzyme’s affinity for azide is about a thousand times 
greater than for NO,- or ClO,-. Activity is maximal at pH 6.3 (NO,-) and 6.4 (ClO,-). 
NaCl does not activate the enzyme. 

Conclusion. Nitrate reductase A of M. halodenitr$cans is a non-heme Fe 
protein containing MO. 

INTRODUCTION 

M. halodenit$cans est une bactCrie dbnitrifiante, halophile modCrCe au sens 
de Larsenl, qui croit de facon optimale dans un milieu complexe contenant entre 
4.4-8.8% de NaCl. En anakrobiose, elle utilise NO,- ou NOz- comme substrats 
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respiratoire. Ces compos6s sont r6duits en N 2 (r6f. 2). Davis et al. 8 ont proposes 
d'inclure M. halodenitrificans, ainsi que l'esp~ce non halophile M. denitrificans, dans 
le genre Paracoceus, car, d'une part  ces deux organismes sont morphologiquement et 
physiologiquement tr~s proches, d 'autre part  leur inclusion dans le genre Mierococcus 
s'est r6v616e incorrecte. 

La nitrate-r~ductase de M. halodenitrificans a 6t6 identifi6e 8 l 'enzyme A (r6f.4). 
Dans les extraits bruts de cette bact6rie, elle est solidaire des particules respiratoires 4. 
Dans le pr6sent article, nous d~crivons sa solubilisation, les diff6rentes 6tapes de sa 
purification, ainsi que ses principales propri6t6s. 

M A T E R I E L  ET  M E T H O D E S  

Organisme 
Nous avons utilis5 la souche 286 (ATCC 13 511) de M. halodenitrificans, isol6e 

par Robinson et Gibbons 2, qui est d6pos6e ~ la collection tch&que de microrganismes 
(Brno). 

Cultures 
La bact~rie est entretenue sur des g61oses nutritives inclin6es contenant par 1: 

prot6ose-peptone, 5 g; tryptone, 5 g; NaC1, 80 g; agar, 20 g. 
Les cultures de masse sont faites ~ 32 °C, dans un fermenteur de 200 1 contenant 

le milieu suivant: prot6ose-peptone (Difco), 3.5 g; t ryptone (Difco), 3.5 g; lactate 
de sodium, 2 g; KNO 3, 1.5 g; NaC1, 8o g; eau, IOOO ml. On ensemence avec un ino- 
culum de 40 1. Les conditions d'ana6robiose sont cr6ees par un barbotage continu de 
N 2. Apr~s 24 h de culture, les cellules sont recueillies par centrifugation continue 
avec une centrifugeuse Sharpies. 

Prdparation des ex/raits enzymatiques 
Les cellules sont lav6es avec une solution de NaC1 ~ 8% contenant des traces 

de d~soxyribonucl6ase (d6soxyribonucl~ate oligonucl6otido-hydrolase, EC 3.I.4.5), 
par centrifugation continue. L'addition de cet enzyme supprime la viscosit6 61ev6e 
des suspensions, qui est provoqu~e sans doute par une lyse partielle des cellules. Les 
bact6ries sont ensuite remises en suspension dans l 'eau distill~e et trait6es ~ la presse 
automatique Manton-Gaulin. L 'extrai t  est d6barrass6 des d6bris bact6riens par 
centrifugation ~ 18 ooo × g pendant 15 min. 

Mesure des activitds enzyrnatiques 
Les activit~s nitrate- et chlorate-r6ductases sont mesur~es en pr6sence d 'un 

tampon phosphate (pH 7) et ~ 37 °C, ~ l'aide d'une m6thode manom6trique 5. Le 
benzyl-violog~ne r6duit joue le r61e de donneur d'~lectrons. 

Dosage des protdines 
Les prot6ines sont dos6es par le r6actif de Folin 6, la courbe de r6f6rence 6tant 

6tablie avec l 'albumine de boeuf. 

Dosage des rndtaux lourds 
L'6chantillon est introduit dans un matras  avee 2 ml de H2SO 4 concentr6. Le 



N I T R A T E - R E D U C T A S E S  445 

m61ange est port6 lentement ~ l'6bullition. D6s que les vapeurs blanches apparaissent, 
on laisse refroidir, puis l 'on ajoute une goutte de H202 ~ i i o  vol. Le m61ange est de 
nouveau port6 ~ l'6bullition. Ces op6rations sont r6p6t6es jusqu'5 dfcoloration com- 
pl6te. L'acidit6 est alors neutralisfe par l 'addition de 7 5 8 ml d 'ammoniaque con- 
centrfe. On m6ne parall61ement un essai ~ blanc. Le fer et le molybd6ne sont dos6s 
colorim6triquement suivant les techniques respectives de SandelV et de Johnson 
et Arkley s. 

Dosage des groupes "s~,lfure labile" 
Les groupes "sulfure labile en milieu acide" sont dos6s par la technique de 

Fogo et Popowsky 9, modifi6e par Brumby et al/°. 

Electrophor~ses 
L'homog6n6it6 des pr4parations de nitrate-r6ductase est test6e par 6leetro- 

phor~se sur gel de polyacrylamide, & pH 8.4, & l'aide d'un appareil Canalco, selon la 
m6thode de Davis n. La concentration du gel s~parateur est de o/ 7 ~o, celle du gel de 
stockage, de 3.5 %. Le courant 6lectrique a une intensit6 de 3 mA par tube. L'6chan- 
tillon contenant 25/~g de prot6ines est m61ang6 au gel de stoekage. L'61ectrophor~se 
dure 3 h. Les gels sont plong6s, pendant 30 rain, dans une solution d'acide ac6tique 

7% contenant 0.50/o de noir d'aniline. Ils sont ensuite d6color6s par l'acide ac6tique 

~7%. 
L'activit6 nitrate-r6ductase est r6v616e de la mani6re suivante. Au lieu d'6tre 

color6 par le noir d'aniline, le gel est immerg6, apr6s l'61ectrophor6se, dans une so- 
lution contenant le tampon phosphate (pH 7), le benzyl-violog6ne et l 'hydrog6nase. 
On fait barboter  H 2 pour r6duire l 'indicateur d'oxydor6duction. On laisse en incu- 
bation pendant 20 rain. Apr6s ce laps de temps, le gel est uniform6ment color6 en 
violet. On le plonge ensuite dans une solution de KNO 3. Un anneau de d6coloration 
tr4s net, dfl/~ la r6oxydation du benzyl-viologhne, signale la bande correspondant ~t 
la nitrate-r6ductase. Dans chaque cas, l'on utilise deux gels; l 'un sert "~ r6v61er les 
prot6ines, l 'autre, l'activit6. 

Le poids mol6culaire est d6termin6 par 61ectrophorhse sur gel de polyacryl- 
amide 12. 

Compositio~z en acides antinds 
L'analyse de la composition en acides amin6s de la prot6ine est faite par chro- 

matographie au moyen d'un appareil Beckman, modfile Unichrom, selon le proc6d6 
de Moore et Stein la. L'6chantillon est hydrolys6 par HC1 6 M, 5~ IiO °C, pendant 
24 h, en tubes scell6s sous vide. 

RESU L T A T S 

Solubilisation et purification 
Sdparation des particules. On ajoute du (NH4)2SO 4 ~ l 'extrait  brut contenant 

MgC12 I raM, maintenu A 4 °C et A pH 7 (par l 'addition de NaOH 0.02 M), jusqu'~t 
ce que la concentration atteigne 50% de la saturation. L'agitation est maintenue 
pendant l 'addition du sel. Apr~s centrifugation ~ 35 ooo × g pendant 3 ° rain, le 
culot est recueilli, puis remis en suspension dans du tampon phosphate de potassium 
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o.I M (pH 6.2), de fa~on ~ obtenir une concentration en prot6ines voisine de 20 mg/ml. 
On dialyse ensuite contre une solution de MgC12 I mM, ~t 4 °C, pendant 7 h. 

Traitement acdtonique. On ajoute ioo volumes de la solution de prot6ines A 
iooo volumes d'ac6tone contenant I volume d'ammoniaque concentr~e. L'op~ration 
est effectu6e h --12 °C, sous agitation constante, pendant 30 rain. On laisse d~eanter, 
on centrifuge A 12 ooo × g pendant 5 min, puts on reeueille le culot. Ce dernier est 
mis h s~cher sous vide pendant I h. On reprend dans du tampon phosphate o.I M 
(pH 8.3) contenant du vers6ne i raM. Le volume de tampon est choisi de sorte que 
la concentration en prot5ines soit d'environ 30 mg par ml. Une fois rendue homog6ne, 
la suspension est agit6e faiblement sous un courant d'air, b~ 2 °C, pendant 3 h. La 
dur6e de cette derni6re ~tape exerce une influence d~terminante sur le rendement de 
la solubilisation. On centrifuge ~J 35 ooo × g pendant 4o rain. On recueille le sur- 
nageant. L'ac~tone est 6vapor~e de nouveau sous vide. 

Filtration sur Sephadex G-2oo. Le volume est pr6alablement r6duit par passage 
sur une colonne de Sephadex G-25 fine. On ajoute la poudre ~ la solution, maintenue 
sous agitation, jusqu'~ ce qu'elle constitue une pMe ~ peii,e liquide. On verse le 
m61ange dans une colonne pourvue d'un verre fritt& L'Zdution est faite avec de l'eau 
distill~e. Le volume de la solution, recueillie apr~s deux concentrations successives, 
est d'environ 75 mh On utilise deux colonnes de Sephadex G-2oo, dispos6es e n s6rie. 
Leur longueur totale est 17o cm, leur diam6tre, 5 cm, leur d~bit, 45 ml/h. La filtration 
est ascendante. L'61ution est faite avec un tampon phosphate o.2 M (pH 7.4) conte- 
nant (NH4)2SO 4 o.o75 M. Elle dure 36 h. On r6unit les fractions les plus actives. Le 
rendement moyen de l'op6ration atteint 75 %. Les r6sultats se trouvent sur la Fig. I. 
On dialyse la solution obtenue contre du tampon Tris-HC1 o.oi M (pH 7.4), pendant 
7 h, pour 61iminer le (NH4)~SO a. 
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Fig. I. F i l t ra t ion  sur  Sephadex  G-2oo: d i a g r a m m e  d'61ution. (I) prot6ines ;  (2) activit6.  

Elimination des acides nucldiques. A c e  stade de la purification, le pourcentage 
en acides nucl~iques est encore tr6s 61ev~, puisque le rapport des absorbances ~ 280 
et 260 nm approche de 0.5. On effectue une pr6cipitation par le sulfate de protamine. 
Les meilleures conditions exp6rimentales sont les suivantes: le rapport pond6ral des 
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concentrations de prot6ines et de sulfate de protamine doit atteindre l'unit6, le pH 
doit 4tre compris entre 7 et 7.5, la durfe du contact doit 8tre d'une heure. On utilise 
une solution de sulfate de protamine dans du tampon Tris-HCl io mM (pH 7.4). 
Le culot, recueilli apr6s centrifugation, est repris dans du tampon Tris-HC1 o.o 5 M 
(pH 7.4) contenant NaC1 o.25 M. Apr6s centrifllgation, l'on retrouve l 'enzyme dans 
le surnageant. On le pr6cipite par le (NH4)2SO 4 entre 4 ° et 65% de la saturation. 
Le culot, issu de la centrifugation, est repris dans du tampon Tris-HC1 o.oi M (pH 
7.4), puis dialys6 pendant 7 h contre le m~me tampon. Les acides nucl6iques sont 
alors pratiquement 61imin6s, puisque le rapport des absorbances /~ 28o et 26o nm 
atteint une valeur se situant aux alentours de 1.6. 

Chromat)graphies sur gel de phosphate de calcium. On fait passer la solution sur 
une colonne contenant un gel de phosphate de calcium, pr@ar6 selon le proc6d6 de 
Paneque et al. ~, ayant une hauteur de IO cm et un diam&tre de 4 cm. On 61ue ensuite 
les prot4ines de fa~on discontinue par des tampons phosphate (pH 7.4) de molarit6 
croissante. Le proc6d6 s'av6re reproductible. L'enzyme est 61u6 par le tampon o.2 M 
(Fig. 2). On retrouve la majeure partie des impuret6s dans les tampons o.oi ou 
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Fig. 2. Premi6re  c h r o m a t o g r a p h i e  sur  gel de Cas(PO4),: d i a g r a m m e  d'41ution. (I) prot4ines ;  
(2) act ivi t6.  

0.03 M. Le tampon 0.05 M provoque une migration et un 6talement de la bande 
color6e due ~ la nitrate-r6ductase. Ceci semble provenir de la s@aration progressive 
d'un contaminant de nature cytochromique li6 h l'enzyme. On r6unit ]es fractions 
les plus actives. Une dialyse est effectu6e contre du tampon Tris-HC1 IO mM (pH 7.4) 
pendant 7 h. Les ions phosphate sont ainsi 61imin6s. La fraction obtenue est d6nom- 
m6e GP 1. 

On proc~de/~ i s chromatographie sur gel de Cas(PO4)2, dans les m4mes con- 
ditions que pr6c6demment. L'enzyme est alors 61u6 par le tampon phosphate 0.05 M 
(Fig. 3). Les derni6res impuret6s passent dans les tampons de plus faible molarit6. 
La nitrate-r6ductase purifi6e est conserv6e darts son tampon d'tqution. I1 s'agit de 
la Fraction GP 2. 

Tests de puretd. Les r6sultats des 61ectrophor6ses se trouvent sur les Figs 4 et 5. 
La bande correspondant /t la nitrate-r6ductase est rep6r6e par son activit6 sur les 
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Fig. 3. Scconde chromatographie  sur  gel tie Ca3(t)O4)2 : d iagramme d'dlution. Cj,--C:, protdines; 
0 - - 0 ,  activitY. 

r 

Fig. 4. Electrophor~se de diff6rentes fractions sur gel de polyacrylamide ~. pH 8. 4. L'origine est 
situ6e au sommet  du gel. Tube de gauche, apr~s filtration sur  Sephadex G-2oo; tube central, 
Fract ion GPt;  tube de droite, Fract ion GP v 
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Fig. 5. Absorpt ion de la Fract ion GP=: lecture du gel color~ par  le noir d'aniline. Le d~placement 
s'effectue de A vers B. 

gels non color,s par le noir d'aniline. Apr6s la filtration sur Sephadex G-2oo, de 
nombreuses bandes apparaissent ; la plus fonc6e, qui se trouve sensiblement au milieu 
du gel, est due ~ la nitrate-r6ductase. La Fraction GP1 pr6sente seulement quelques 
faibles bandes dues ~ des prot6ines contaminantes. On observe, dans le cas de la 
Fraction GP~, une seule bande, qui correspond ~ l'enzyme. 

Le rendement final est proche de I2%, et le taux de purification atteint 40 fois. 
La Fraction GP2 a une activit6 sp~cifique proche de 1 0  #moles NO3-/h par mg pro- 
t6ine, /~ 37 °C. Dans le Tableau I, figurent les diff6rentes 6tapes d'une purification 
complete. 

T A B L E A U  I 

PURIFICATION 

Activit6 totale:  mmoles NO3-/h. Activit~ sp~cifique: ~moles NO3-/h par  mg prot~ine. 

Volume Quantitd totale Activitd Activitd Taux de Rende- 
(ml) de protdines totale spdcifique purl- ment 

(rag) fication (%) 

880 14 ooo 3500 25 ° I IOO 

9 5 °0 305 ° 320 1.3 87 
I 8o0 21oo I 15o 4.6 6o 

500 14oo 2 80o 11.2 4 ° 

5 ° 220 775 3 600 14. 4 22 

56 66 55 ° 8 3o0 33 15 

25 42 420 io  ooo 4 ° 12 

Ext ra i t  b ru t  
S6paration des particules par  

precipi tat ion au (NH4)2SO , 
Tra i tement  ac6tonique 
Fi l t ra t ion sur  Sephadex G-coo 
Tra i tement  par  le sulfate de 

p ro tamine  et pr6cipitat ion au 
(NH,) ,S04 

Premiere chromatographie  sur  
gel de phospha te  (GP~) 

Seconde ehromatographie  sur  
gel de phospha te  (GPz) 

650 
35 ° 
45 ° 

Propridtds 
L'6tude des propri6t6s a 6t6 faite sur diverses Fractions GP~ homog~nes ~t 

l'61ectrophor~se. 
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Fig. 6. E s t i m a t i o n  du poids mol4culaire.  La  n i t r a t e - r4duc ta se  (2o /lg) est  soumise  ~ l'41ectro- 
phor~se su r  des gels de diff4rentes concen t ra t ions .  Les concen t r a t ions  en acry lamide ,  expr im6es  
en pour  cent,  son t  r e spec t ivement ,  de gauche  ~ droi te :  lO.5; 8.75; 7; 5.25; 4. 

Poids moldculaire. Les r6sul ta ts  obtenus  au cours d 'une  d6 te rmina t ion  du poids 
mol6culaire se t rouven t  sur  les Figs  6 et  7. La  moyenne  des valeurs  enregistr6es avec 
t rois  p r6para t ions  diff6rentes est de 165 ooo. Compte  tenu de la marge d ' e r reu r  in- 
h6rente ~ la m6thode  employ6e,  on peut  supposer  que le poids  mol6culaire r6el se 

si tue entre  I55 ooo et  I75 ooo. 
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Fig. 7. E s t i m a t i o n  du poids  mol~culaire.  La  mobili t~ re la t ive  (Rm) de la prot~ine var ie  de fa~on 
exponent ie l le  en fonc t ion  de la concen t r a t i on  du gel en  acry lamide .  C 'es t  pou rquo i  la courbe  
r ep r~sen tan t  les va r ia t ions  de log Rm est  une  droite.  Le poids  mol~culaire  de la prot~ine est  
p ropor t ionne l  ~ la pen t e  ce ce t te  droite,  qui  a pour  va l eu r  io 4 dans  l 'exp6r ience d6crite. La  
courbe  de r6f~rence a ~t6 ob tenue  avec  des prot6 ines  de poids  mol~culaire  connu :  a l bumine  de 
boeu£ (68 ooo); hexok inase  (ATP :D-hexose 6-phospho- t rans f~rase ,  EC 2.7. I. i) de levure  (i oo ooo) ; 
l ac t ico-d~shydrog6nase  (L-lactate : NAD-oxydor~duc ta se ,  EC i. i. 1.27) de coeur  de boeuf  (144 ooo) ; 
p h o s p h a t a s e  alcaline (monoes te r  o r t h o p h o s p h o r i q u e - p h o s p h o h y d r o l a s e ,  EC 3.1.3.1) de musc le  
de lap in  (183 ooo). 
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Spectre d'absorption. Les solutions de nitrate-r6ductase ont une coloration 
brune qui rappelle celle des solutions de sels ferriques. L'absorption croit progressive- 
ment de 600 ~ 280 nm. Aucun pic n'apparalt en dehors de celui qui est situ6 A 280 nm. 
L'6paulement observ6 ~ 41o nm caract6rise les ferroprot6ines non h6miniques (Fig. 8). 
L'absorption d'une solution contenant I g de prot6ine par l, mesur6e dans une cuve 
ayant un passage lumineux de IO ram, est de 0.385 ~ 41o nm, et de 2.91 ~ 280 nm. 
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Fig. 8. Spect re  d ' a b s o r p t i o n  de la n i t r a t e - r6duc ta se  purifi~e (Frac t ion  GP2). La  prot6ine es t  en  
so lu t ion  darts du t a m p o n  p h o s p h a t e  0.05 M (pH 7-4)- Sa concen t r a t i on  est  de 0.22 mg/ml .  On  
emploie  un  spec t ropho t om~t r e  Cary 14 et des cuves  a y a n t  un  t r a j e t  op t ique  de io  ram.  La  cuve  
de r6f~rence con t i en t  le t a m p o n .  

Recherche des groupes flaviniques. La recherche des groupes flaviniques a 6t6 
faite par mesure de la fluorescence 6mise apr~s d6naturation de la prot6ine. La 
lumi~re excitatrice a une longueur d'onde de 450 nm. On calibre l'appareil avec une 
solution de FMN dans un tampon phosphate o.I M (pH 7.4). Celle-ci 6met une lu- 
mitre fluorescente dont le maximum se situe ~ 526 nm. On met l 'enzyme en solution 
dans le m~me tampon contenant de l'ur6e 7.5 ou 9 M. Aucune 6mission ne se produit 
apr~s 30 rain d'incubation, ce qui prouve qu'aucune flavine n'est lib6r6e au cours de 
la d6naturation de la prot6ine. 

Dosage du fer et du molybd~ne. Le fer et le molybd~ne ont 6t6 dos6s dans deux 
pr6parations diff6rentes a et b, ayant une activit6 sp6cifique de lO 4/~moles NO3-/h 
par mg prot6ine. Sur la base d 'un poids mol6culaire de 165 ooo, on trouve les teneurs 
suivantes: (a) 2.06 atomes de F e e t  0.78 atome de Mo par mole; (b) 1.75 atome de 
F e e t  0.94 atome de Mo par mole. Ainsi, l 'enzyme contiendrait approximativement 
2 atomes de fer et un atome de molybd~ne par mole. 

Groupes "sulfure labile". Les groupes "sulfure labile en milieu acide" ont 6t6 
dos6s dans les pr6parations ayant servi au dosage des m6taux. On trouve respective- 
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ment  4.I5 et 3"5 groupes par mole d ' enzyme  dans les p r@ara t ions  a et b. La valeur  

moyenne  se situe ainsi aux alentours de 4- 
Composi t ion en acides aminds. Les r6sultats d 'une  analyse sont rassembl6s dans 

le Tableau II.  La cyst6ine n 'a  pas 6t6 dos6e. E t a n t  donn6 la taille 61ev6e de la pro- 

t6ine, les valeurs repr6sentant  le nombre  de r&idus par mole ne const i tuent  qu 'une  

es t imat ion approximat ive .  On remarquera  les teneurs 61ev6es en acides aspar t ique 

et g lu tamique,  glycine, alanine et leucine. 

TABLEAU [i 

C O M P O S I T I O N  E N  A C I D E S  A M I N E S  

Corrections pour l'hydrolyse acide de 24 h: on ajoute 5°,o dans le cas de la thr~onine, et IO% 
dans le cas de la sdrine. Les valeurs figurant dans la colonne de droite ont 4t~ calcul~Xes sur la 
base d'un poids mol6culaire de I65 ooo. 

A cide amind Nombre de rgsidus Poids par mole 
par mole de protdine de protgine 

Lysine 65 8 320 
Histidine 3 ~ 4 247 
Arginine 82 12 792 
Tryptophane 42 7 812 
Acide aspartique 152 17 48o 
Thr~onine 04 6 464 
S~rine 64 11 968 
Acide glutamique 168 21 672 
Proline 78 7 566 
Glycine i62 9 234 
Alanine i22 9 15 ° 
Cyst6ine 
Valine 84 8 316 
M~thionine 3 ° 3 93 o 
[soleucine 68 6 596 
Leucine 114 t I 058 
Tvrosine 50 8 15 ° 
Phdnylalanine 5 ° 7 35 ° 

Total 1426 162 lO 5 

Dom~eurs d'dlectrons. La ni t ra te-r6ductase  purifi6e ne catalyse pas la r6duction 

de NO a- aux d@ens  du N A D H  ou du N A D P H .  Elle utilise, eomme donneurs d'61ec- 

trons, les formes r6duites du benzyl- et du nl6thyl-violog6ne, ainsi que le F M N H  2. 
A ctivitd moldculaire. L'ac t iv i t6  mol6culaire (ou constante  catalyt ique)  de plu- 

sieurs pr6parations,  mesur6e 5, pH 7 et 5, 37 °C, est proche de 2.75' 104 moles NOa- /min  

par mole d 'enzyme.  
Substrats.  L'enzyrne purifi6 utilise NO z- et C10 3- comme substrats.  Dans les 

condit ions de saturat ion,  le rappor t  des activit6s chlorate- et ni t rate-r6ductases est 

de i. 5. 
Constantes de Michaelis .  Pour  la d6terminat ion de K ~ - v ,  le benzyl-violog6ne 

est remplac6 par le m6thyl-violog6ne. Les valeurs sont groupfies dans le Tableau  I I I .  

Kc loa -  est 16gSrement plus 41ev6 que Kxoa- .  La constante  pour les deux donneurs  
d'61ectrons est sensiblement la mfime dans le cas de NO 3- et C103--. Le cyanure et 
l ' azoture  inhibent  l ' ac t iv i t& La cin6tique observ6e dans le cas de N a- est celle d 'une  
inhibi t ion comp6ti t ive.  K x a -  est tr6s faible, de l 'ordre de lO a raM, dans le cas des 
deux substrats.  
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T A B L E A U  I I I  

CONSTANTES DE MICHAELIS 

Chaque valeur  repr6sente la moyenne  d 'au  moins deux d6terminat ions ind@endantes .  La d6ter- 
ruination des constantes  h l 'dgard des subs t ra t s  et de l 'azoture a ~t6 faite en pr6sence de benzyl- 
violog6ne rdduit  comme donneur  d'~lectrons. B-V, benzyl-violog6ne; M-V, m~thyl-violog6ne. 
Les trois exemples suivants  i l lustrent la nomencla ture  employ6e: K~oa , constante  envers  le 
ni t rate;  K~a-  (NOa-), constante  d ' inhibit ion k l '6gard de l 'azoture,  mesurde en prdsence de NO z- 
comme subs t ra t ;  Kn-v  (NOa-), cons tante  envers le benzyl-violog6ne, mesur6e en pr6sence de 
NOa- comme subst ra t .  

Km ou Kf (M)  

/~NO3-- I '3 ' IO-3 
KcIoa- 5' IO-3 
KN~- (NO3-) 2' 1o -6 
K N  3- (ClO3- )  I . I .  IO -6 

KB-V (NO3-) 0. 7 • Io -4 
KB-V (C]O~-) 1.2" IO -4 
KM-v (NO3) 0.8. Io -3 
KM-V (C10~) 1.5" 1°-~ 

Action de NaCl sur l'activitd. La concentration de NaCI varie de o.167 {t 1.67 M. 
Aucune activation n'est observ6e. 

Aciivitd en fonction du pH.  On emploie une s6rie de tampons phosphate dont 
le pH varie entre 5.29 et 8.04. La concentration finale en ions PO4 a- dans le milieu 
est 1.113 M. Les courbes sont tr6s 6tal6es. Les pH correspondant ~ l'activit6 optimale 
se situent ~ 6.3 dans le eas de NOa-, et ~ 6. 4 dans le cas de C103-. 

DISCUSSION 

La nitrate-r6ductase A (FMNH2:nitrate(chlorate)-oxydor6ductase A) de M. 
denitrificans a 6t6 solubilis6e et purifi6e. I1 s'agit d'une molybdo-ferroprot6ine non 
h6minique, d@ourvue de groupe prosth6tique flavinique, ayant un poids mol6culaire 
de 16o ooo. Les pr@arations obtenues contenaient 0.3 atome de molybd6ne et 4-8 
atomes de fer par mole, ainsi que des groupes "sulfure labile en milieu acide ''15. Les 
spectres RPE ont confirm6 la pr6sence de ces m6taux et r6v616 l'existence de signaux 
attribuables k Mo(V) et Fe(III) 16. 

Seules quelques modifications mineures ont 6t6 apport6es au proc6d6 ant6- 
rieurement mis au point par l 'un de nous 15 pour purifier l 'enzyme A de M. denitri- 
ficans. L%limination des acides nucl6iques par le traitement au sulfate de protamine 
s'effectue avec un rendement variable. Dans le cas des deux chromatographies sur 
gel de Caz(PO4) ~, l'61ution a 6t6 faite 5. pH 7.4. I1 se peut que l'emploi d'un tampon 
16g6rement acide, de pH 6.2, lors de la premi6ie chroInatographie, soit responsable 
de la perte d'une partie du molybd6ne initialement pr6sent dans l'enzyme de M. 
denitrificans 15. Mais ceci n'a pas 6t6 6tabli avec certitude. 

L'absence de pics a, fl et y r6v61e que la nitrate-r6ductase A de M. halodeni- 
trificans ne contient pas de groupe h6minique. D'autre part, le spectre d'absorption, 
et surtout les analyses par fluorescence, 6tablissent l'absence de FMN ou de FAD. 
Nous avons trouv6 approximativement 4 groupes "sulfure labile en milieu acide", 
I atome de Mo et 2 atomes de Fe pour un poids mol6eulaire de 165 ooo. La teneur en 
fer est plus faible que celle des nitrate-r6ductases A de M. denitrificans 15 et Esche- 
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richia coli 17, ou de molybdo-ferroprot6ines bien connues telles que la xanthine- 
oxydase (xanthine:O2-oxydor6duetase, EC 1.2.3.2), l 'ald6hyde-oxydase (ald6hyde: 
O2-oxydor6ductase, EC 1.2.3.1) et la molybdo-ferr~doxine, constituant essentiel du 
syst~me "nitrog6nase" bact6rien 18. I1 n'est pas possible de savoir si uue pattie du 
fer a 6tfi perdue en cours de purification. Malgr6 l 'absence de preuves directes, on 
peut supposer que le fer et le molybd~ne jouent un r61e essentiel dans le fonctionne- 
ment de l 'enzyme A de M. halodenitrificans. De fa~on g~n6rale, les nitrate-rfiducta~s 
de M. dcnitrificans 15 et M. halodet2itrificans ont des propri~t6s catalytiques ou phy- 
sico-chimiques identiques ou tr~s proches. Elles utilisent les m~mes donneurs d'61ec- 
trons et les m~mes substrats, ont des poids mol6culaires sensiblement identiques et 
pr~sentent des constantes de Michaelis tr~s voisines. 

Les enzymes des bact6ries halophiles mod6r6es sont fr6quemment activ~s par 
des concentrations ~lev~es de NaCP. C'est, en particulier, le cas de la cytochrome- 
oxydase de M. halodenitr~ficans TM. Nous avons vu, par contre, que la nitrate-r~ductase 
de cette bactfirie ne prdsente aucun caract~re halophile. 

Les nitrate-r6ductases assimilatrices de l'algue verte Chlorella ~° et du cham- 
pignon Neurospora crassa ~ contiennent aussi du molybd~ne. Cependant, elles difffi- 
rent de l 'enzyme A respiratoire bact6rien, puisqu'elles poss~dent des activit6s 
diaphorase, NADH (ou NADPH)-nitrate-r6ductase et FMNH~ (ou FADH2)-nitrate- 
r6ductase~0, ~'. 

RESUME 

Solubilisation et purification. L'extrai t  brut est pr6pard & partir de cellules de 
M. halodenitrificans ayant crfl, en ana4robiose, en presence de NO3-. La nitrate- 
r~ductase A est solubilis~e par un trai tement ac6tonique des particules en milieu 
alealin. La purification comprend quatre 6tapes: une filtration sur Sephadex; l'61i- 
ruination des acides nucl6iques par prdcipitation au sulfate de protanfine; deux chro- 
matographies successives sur gel de Ca3(PO,) 2. L 'enzyme est purifi6 4 ° fois avec un 
rendement de 12%. L'41ectrophorSse sur gel de polyacrylamide montre que la pr6- 
paration est homog~ne. 

Propridtds. Poids mol6culaire: (61ectrophor~se) 165 ooo. Flavines: absence de 
FMN ou de FAD. Les pr6parations purifi~es ont une coloration brune. L'absorption 
augmente continuellement de 600 ~ 280 nm. Le spectre pr6sente un 6paulement /t 
41o nm, mais pas de pic dans le visible ou le proche ultra-violet. L 'enzyme contient 
approximativement  2 atomes de fer, i atome de molybd~ne et 4 groupes "sulfure 
labile en milieu acide" par mole (Pro = 165 ooo). I1 a une teneur dlev6e en acides 
aspartique et glutamique. Donneurs d'dlectrons: l 'enzyme utilise les formes r~duites 
des indicateurs viologSnes et le FMNH 2, mais pas le NADH ou le NADPH. II utilise 
NOa- et C108- comme substrats. Le cyanure et l 'azoture inhibent son aetivit6. L'inhi- 
bition provoqu~e par l 'azoture est competitive. L'affinit6 de la nitrate-r6ductase pour 
l 'azoture est approximativement  mille fois plus 61ev4e que celle pour NOa- ou C108-. 
L'activit6 est maximale aux pH 6.3 (NOs-) et 6. 4 (C1Oa-). Le NaC1 n'active pas 
l 'enzyme. 

Conclusion. La nitrate-r6ductase A de M. halodenitrificans est une molybdo-  
ferroprot~ine non h6minique. 
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