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We have applied successfully the active enzyme analytical centrifugation method (A.E.C.) to the study of the well 
known pyruvate dehydrogenase complex (P.D.C.) in crude extracts from E. coli. It is not possible to study the com- 
plex in a spectrophotometer (through its dehydrogenase activity) due to NADH oxidase activities. The A.E.C. 

method, which overcomes this difficulty, can also be viewed as a refined spectrophotometric method. 

1. Introduction 

La mbthode de centrifugation d’enzyme actif, en 
bref C.E.A., permet de mesurer, dans une centrifugeuse 
analytique, le coefficient de sddimentation de certains 
enzymes pendant qu’ils sont pleinement actifs et sans 
avoir i les purifier [ 1,2] .I1 &it vraisemblable que 
cette mCthode pouvait aussi e’tre mise i profit dans la 
recherche de complexes polyenzymatiques dans les 
extraits bruts. Nous avons appliquC la mBthode C.E.A. 
i 1’Ctude du complexe de dCcarboxylation oxydative 

du pyruvate (P.D.C.), dans un extrait brut de E. Coli. 

2. Materiel 

On a utiliti la bacterie E. Coli, souche Crooks, 
fournie par 1’Institut Pasteur, Paris. A l’exception du 
remplacement de cerelose par du glucose, les milieux 
de prCculture et culture usilise’s sont ceux de’crits par 
S. Korkes [3]. Les cultures ont CtC faites dans des 
erlenmeyers ou des fioles i toxine avec agitation ou 
alration for&e pour des volumes jusqu’ri 3 1, ou dans 
un fermenteur de 15 1 pour un volume de 10 1. La 
tempdrature de culture a &d 30” ou 37’; dans le cas 
de l’utilisation du fermenteur, elle a e’tC de 37”. La 
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Gcolte a Ite’ faite soit en fin de phase exponentielle, 
soit en de’but de phase stationaire. 

2.1. Prkparation de l’extrait brut 
2 i 5 g de pate bactkrienne ont Cte’ suspendus dans 

du tampon phosphate de potassium 0,02 M pH 7.0, et 
homogCnCisCs dans un mClangeur Potter (rapport 
poids/volume: 2/5). 

La suspension bactkrienne (- 15 ml) a e’tl soniqule 
dans un d&intCgrateur MSE avec une sonde effilie 
pendant une durCe variant de 10 i 25 min. La tem- 
perature est restCe inferieure ri 10”. Les dCbris cel- 
lulaires ont Ct6 &pare’s par centrifugation i 20.000 
tpm pendant 30 min dans le rotor 30 d’une centrifu- 
geuse Spinco modile L. 

2.2. Prod&s chimiques 
Les produits chimiques de la qualitd la meilleure 

sur le march6 sont utilisCs sans purification. 

2.3. Centrifugations analytiques (Spinco modtle E) 
Vitesse: 33450 tpm; templrature du rotor: mesurCe 

i 0,l” prZs entre 20 et 27O; rotor An H ou An D; op- 
tique d’absorption avec monochromateur rlgl6 sur 
334 nm et fente 1 mm; cellules ri front&e priformle 
i capillaire; volume de la solution de substrats: 0,5 ml; 
volume du dCp6t: 25 i 30 microlitres d’une dilution 
80 de l’extrait brut (concentration finale en protCines 
de l’ordre de 0,25 mg/ml). La quantiti de PDC prlsente 
dans le dlp6t est l’ordre de 50 nanogrammes. 
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3. MCthodes 

Dans la methode C.E.A., une mince couche 
d’enzyme est deposee sur une solution contenant les 
substrats de la reaction considiree. Ce depot se fait 
dans une cellule de centrifugeuse analytique pendant 
l’acceleration du rotor, i une vitesse de quelques 
milliers de tours par minutes. La reaction enzymatique 
est suivie par spectrophotometrie, en utilisant l’op- 
tique d’absorption de la centrifugeuse. De la distribu- 
tion spatiale du produit forme pendant des intervalles 
de temps egaux, il est possible de deduire le coefficient 
de sedimentation de l’enzyme considere. Pour ce 
travail, on a utilise la methode du calcul simplifie [4] . 

Avant d’effecteur le calcul, nous nous sommes 
assures: 

-d’une part que la quantite de produit forme varie 
bien lineairement avec le temps, 

-d’autre part que l’extrapolation au temps du 
depot, de la droite In r = f(t) qui relie la position de la 
couche d’enzyme au temps passe bien par le menisque 
(a 05 mm pres). 

La decarboxylation oxydative du pyruvate 
procede comme l’indique la reaction globale suivante: 

(1) CHsCOCOOH + CoASH + NAD’ + 
CHaCOSCoA + CO, + NADH + H’ 

L’apparition du NADH forme dans cette reaction 
catalysee par un extrait brut ne peut etre suivie dans 
une cuve de spectrophotometre, puisque les activites 
lactate deshydroginase principalement et NADH 
oxydase (chaine respiratoire) presentes dans l’extrait, 
reoxydent instantanement le NADH qui est produit. 

Au contraire, la mesure du NADH forme est 
possible pendant une centrifugation C.E.A. car 
l’activite lactate deshydrogenase reste au voisinage du 
menisque et ne perturbe pas l’activite NAD’ reductase 
du PDC (fig. 1). 

Par ailledrs, la valeur du coefficient de sedimenta- 
tion n’est affectee que de man&e ndgligeable par la 
viscosite de la preparation deposee: en effet, le rem- 
placement, a titre de controle, de l’extrait brut defini 
plus haut par un extrait beaucoup plus visquex obtenu 
par broyage dans un mortier, ne diminue que de 10% 
le coefficient de sedimentation. 

Fig. 1. Film d’une centrifugation i 33.450 tpm; photos toutes 

les 2 min. 

3.1. Composition de la solution de substrats (sauf 
mention con traire) 

Tampon PO,K pH 7.0: 0.1 M;CoA: 6 X 10e4 M; 
NAD’: 3 X 10d3 M; Pyruvate: 2 X 10e3 M; TPP: 
5 X lo-’ M; MgCl, : 10e4 M; Mercaptoethanol: 

6X lO-3 M. 

4. Resultats et discussion 

L ‘activitt du PDC dans l’extrait brut, mesuree par 
densitometrie des photographies prises pendant la cen- 
trifugation (fig. 1) est voisine de 200 nM/min mg 
protdine, en bon accord avec [5] . Le coefficient de 
sidimentation observe ici szo,w = 59 + 4 S, est voisin 
de celui du complexe purifie [S] ; nous nous sommes 
assures que des extraits bruts dont la concentration 
proteique varie d’un facteur deux donnent le meme 
coefficient. 

Afin d’identifier plus complement l’activite observee 
avec celle du PDC, nous avons effect& plusieurs 
series de centrifugation C.E.A. au tours desquelles 
nous avons fait varier d’une maniire systematique tous 
les effecteurs de la reaction globale qu’il catalyse 
(reaction no. 1). 
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concentration de NAD+ 

Fig. 2. Variation de l’activite’NAD+ re’ductase du PDC en fonc- 
tion de la concentration de NAD+, au tours d’une sdrie de cen- 

trifugations. 

4.1, Variation de la concentration de magntsium 
L,e milieu de croissance des bactkries contient du 

magnksium (0,02% MgSO,). Un calcul approchi nous 
montre que l’on a une concentration supkrieure i 
5 X 10e6 M Mg2+ dans la solution i 0,25 mg/ml pro- 
tkines . 

L’addition de Mg*+ dans la solution de substrats 
n’est pas nkcessaire pour l’obtention d’une bonne 
activiti. Toutefois, puisque la concentration du ddp6t 
varie d’une expkience i l’autre, nous ajoutons du 
magnksium dans la solution de substrats dans tous les 
cas, de sorte que sa concentration soit de l’ordre de 
1O-4 M. 

4.2. Variation de la concentration de TPP 
L’activitd varie peu en fonction de (TPP) entre 10e6 

M et 6 X 10m3 M. Elle baisse lentement pour (TPP) 
< lOA M. 11 n’y a pas d’activitl en absence de TPP. 

4.3. Variation de 1 ‘agent kducteur 
L’addition d’un agent rkducteur est nkcessaire pour 

une bonne activitk. Une concentration de 5 X 10e3 M 
cystCine ou mercaptokthanol est suffisante. Sans agent 
rlducteur, on obtient une certaine activiti, peut-ttre 
due i la prksence de coenzyme A. 

4.4. Variation de la concentration de pyruvate 
Nous avons fait varier le pyruvate entre z&o et 

low2 M. L’activitd, nulle en l’absence de pyruvate, est 

0 4 8 l-5 [&A] x103 ti 

concentruhon de CoA 

Fig. 3. Variation de l’activite’ NAD+ rkductase du PDC en fonc- 
tion de la concentration de CoA, au tours d’une skrie de cen- 

trifugations. 

constante entre 5 X 10e4 M et lo-’ M. Nous choisis- 
sions une concentration de 2 X 10e3 M pour les ex- 
pkiences courantes et nous montrons dans le tableau 
no. 1 qu’autour de cette valuer, le coefficient de sldi- 
mentation ne varie pas de man&e significative. D’autre 
part, l’a-cetobutyrate donne une activitk nettement 
plus petite que le pyruvate. 

4.5. Variation de la concentration de NAD+ 
Nous avons fait varier la concentration de NAD’ 

entre z&o et 12 X 10e3 M. L’activitd est constante 
entre 6-9 X 10e3 M. Au-dessus de 10e2 M, apparafi 
une inhibition de l’activitk (fig. 2). 

Dans les explriences usuelles, nous avons une con- 
centration de NAD’ de 3 X 10e3 M ri 4 X 10d3 M. 
Nous montrons sur le tableau 1 qu’une augmentation 
de (NAD’) jusqu’i 12 X 10e3 M ne modifie pas de 
manitire significative la valeur du coefficient de sldi- 
mentation du PDC. 

4.6. Variation de la concentration de coenzyme A 
L’activitl en fonction de (CoA) varie comme l’in- 

dique la fig. 3. Dans les experiences courantes, nous 
avons une concentration de (CoA) de l’ordre de 6 X 
10e4 M et nous montrons dans le tableau 1, qu’autour 
de cette valeur, le coefficient de se’dimentation du 
PDC ne varie pas de maniZre signifkative. 
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- 

Pyruvate 

(x lo3 M) 

Tableau 1 
-_- 

1 2 4 

s20,den S) 61 { 
61 

57 6o 

NAD+ x IO3 M 3 6 9 12 

szo,w 62 58 61 59 

CoA X lo4 M 3 6 12 

szo ,w 55 { 
61 

56 62 

Valuers du coefficient de sedimentation du PDC present dans 

l’extrait brut, pour plusieurs concentrations de NAD+, de CoA 

et de pyruvate. 

4.7. Action d’acttyl CoA et GTP 
Des auteurs [6] ont montre l’action inhibitrice sur 

PDC d’acetyl CoA et GTP. Dans nos conditions 
habituelles de centrifugation, nous avons ajoutd de 
l’acetyl CoA i la concentration de 2 X 10V3 M. Nous 
avons constate une inhibition de l’ordre de 50% de 
l’activite PDC. Nous avons note un leger accroissement 
de s 2. ,w, sans signification eu egard a la precision de 
nos mesures. 

Nous avons de meme ajoute du GTP i la concentra- 
tion de 5 X 10e3 M. Nous avons note une inactivation 
en tours de centrifugation qui semble significative, de 
l’ordre de 30% de I’activite perdue en 12 min. Puisque 

l’activite n’est pas constante au tours du temps, il ne 
nous est pas possible de calculer le coefficient de 

sedimentation dans ces conditions. 

5. Conclusions 

La methode de centrifugation analytique utilisee 
ici permet done: 

-de metre en evidence, au sein d’un extrait brut un 
complexe polyenzymatique et de determiner son co- 
efficient de sedimentation lorsque l’un des substrats 

ou l’un des produits de la chaine de reactions est 
observable (directement pou par couplage avec une 
autre precision) par voie spectrophotometrique. 

-de parvenir a ce resultat et d’etudier specifique- 
ment les effets de divers effecteurs sur ce complexe 
alors meme que, dans l’extrait brut, certains enzymes 

agissent sur le produit ou le substrat que l’on observe. 
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