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186. Recherches sur la biochimie des cyclitols X. 
Sur les cyclitol-dkshydrog&nases d’Acetobacter suboxyduns I1)2) 

par A. Rapin, A. L. Haenni e t  Th. Posternak 
(4 VIII 67) 

Acetobacter suboxydans, nommC aussi Gluconobacter oxydans 121 ou Acetomonas 
oxydans [3], est un microorganisme t r b  employ6 en chimie des sucres, en raison de sa 
propriCtC de dCshydrogCner, avec des rendements parfois satisfaisants, certains 
polyalcools en c6toses. Ses dkshydrogknases avaient donnC lieu & des recherches 
concernant avant tout l’attaque de polyalcools A chaine ouverte. Le pr6sent travail a 
trait aux cyclitol-dCshydrog6nases de ce microorganisme. 

Methodes experimentales 
Souches d’Acetobacter suboxydans. Les souches suivantes ont i t6  employees : 1) Acetobacter sub- 

oxydans KLUYVER- DE LEEUW; 2) A.  sub. PL 2435; 3) A.  sub. P L  2475. Les deux dernibres 
souches nous avaient Bt6 donnees obligeamment par la maison HOFFMANN-LA ROCHE (BPle) ; dans 
ce memoire, nous les designons respectivement par HL I et H L  11. Toutes les trois souches ont 6t6 
conservees par repiquage sur le milieu eau de levure-sorbitol 5%. Pour les details concernant la 
conservation et les cultures des microorganismes, ainsi que la recolte des cellules, voir nos indica- 
tions prCcCdentes [4] [5]. Dans certains essais, on a utilisk directement des cellules fraiches, lav6es. 
Dans d’autres cas, les cellules ont Bt6 dessichkes par lyophilisation et conservees au cong6lateur B 
- 15”; dans ces conditions, les ferments oxydants Btudi6s conservent leur activite durant plusieurs 
mois. 

Prifiaration et fractionnement d’extraits acellulaires. - 1) Priparation. Dans de premiers essais, 
nous avons utilis6 pour la desagrigation des parois cellulaires, un vibreur MICKLE en presence de 
poudre de verre. De meilleurs resultats ont 6t6 obtenus par broyage manuel des bacteries fraiches 
ou lyophiliskes, en presence d’alumine ALCOA 301 dans des conditions indiquees par d’autres 
auteurs [6]. Aprks une premihre centrifugation h 4”, le culot est encore lave h l’eau bidistiil6e. Les 
extraits totaux, de pH env. 6,4, ont des poids secs d’approximativement 16 mg/ml (souche 
KLUYVER-DE LEEUW) et de 25 mg/ml (souche H L  I) contenant 60-80y0 de proteines. Ces extraits 
perdent env. 50% de leur activite enzymatique aprhs 1 mois de sejour B - 15‘. 

2) Fractionnement des extraits. L’extrait brut est soumis dans certaines experiences i 1 2  h de 
dialyse 8. +4” contre de l’eau bidistillee. On centrifuge ensuite 26500 tours/min (60000 g) dans 
une centrifugeuse SPINCO r6frig6r6e. On separe ainsi un prCcipit6 gelatineux (design6 par la suite 
comme ((gel))) de couleur brune dans le cas des bacteries KLUYVER-DE LEEUW et rose dans celui 
des bacteries HL I. Entre le surnageant jaune clair fluide (env. 80% du vol. tot. primitif) et le 
prdcipit6, se trouve un liquide trbs visqueux (10% du vol. primitif) qui est Bcart6. Dans la plupart 
des experiences, le ((gel)) et le surnageant ont 6t6 dilues par l’eau bidistillee au volume primitif de 
l’extrait de depart, en vue de permettre des comparaisons d’activitg. Le surnageant a i t6  fractionnk 
hi-m&me de la manikre suivante : On peut l’appauvrir en une NADH-oxydase particulaire, inhibee 
par CN-, par 4 h de centrifugation i 145 000 g; on utilise ensuite uniquement le tiers superieur du 
liquide. Dans certains essais, cette fraction est additionnee de sulfate d’ammonium; on obtient 
ainsi deux nouvelles fractions precipitant resp. i des saturations de 0,s-0,7 et 0,7-1.0. Dans la 
premikre fraction se trouve une NADH-oxydase non inhibCe par KCN, qui represente probable- 
ment un flavoprotCide [7]. 

l) Cf. theses de doctorat de A. RAPIN et  de A. L. HAENNI [l]. 
2, Abreviations : BM = bleu de mdthylbne ; EDTA = Bthylbnediamine-tetra-acetate. 
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Oxydations. Les mesures de consommation d’oxygkne ont Bt6 effectuees au WARBURG B 38” 
[4]. Pour l’obtention des produits d’oxydation on a op6r6: 

a )  en culture B 3Z0, en laissant pousser les bacteries sur le milieu contenant le substrat [5]. 
Dans certains essais. ce milieu contient en outre des tampons 0,l M de pH 4,5 (acdtate), ou 6,O ou 
8,0 (phosphate). 

b)  au moyen de bacteries au repos, en agitant B 38” dans une atmosphbre d’oxyghne medicinal 
(dans une poire B hydrogenation reliBe B une burette B gaz) une suspension de bactkries dans la 
solution convenablement tamponnee du substrat [4]. 

c) dans le m&me appareillage qu’en b ) ,  en employant des prkparations enzymatiques. 
Extrait de buctlries bouillies. Cet extrait (EBB) a B t C  prepare B partir de cellules broyees B 

I’alumine dans les conditions indiqukes par KING & CHELDELIN [6] : 15 minutes d’kbullition, 
avec 100 ml H,O. du culot provenant de l’extraction de 15 g de bactkries lyophiliskes. 

Chromatographies. On a opere generalement par chromatographie descendante sur papier 
WHATMAN 1, en utilisant les systkmes suivants: a )  acetone-H,O (4 : l  er, vol.); b) n-butanol - ac. 
acetique glacial - H,O (4: 1 : 5 en vol.). Les rCv6lations ont B t B  effectudes genkralement au moyen 
du reactif de TOLLENS [8 ] .  

Produits d’oxydation. 11s ont B t B  caract6ris6s par chromatographie sur papier aprks centrifuga- 
tion B 12000 g, suivie d’un passage sur une colonne d’Amberlite IR 400 et concentration B basse 
temperature. Les bydroxycCtones dkrivees des cyclohexanediols-l,2 et du cyclohexanetriol-1, 2 ,3  
cis ont B t B  isolees comme phknylhydrazones. Dans ce but on ajuste, s’il y a lieu, B pH 5 par l’acide 
acetique, centrifuge 2 h B 60000 g B +4” et concentre dans le vide sulfurique B 4” jusqu’B une 
concentration de 6% rapportee au substrat primitif. On ajoute ensuite 1 vol. du melange ph6nyl- 
hydrazine - acide acdtique glacial - H,O (1 : 1 : 1 en vol.). Aprks un skjour de 2-3 h B + 4”, les 
phinylhydrazones sont essor6es. lavBes avec un peu d’eau glacee et s6chCes. Elles sont recristalli- 
sees par dissolution dans la quantitk minimum de mBthanol, suivie Bventuellement d‘addition 
d’eau (jusqu’i 1 vol.) et sejour B 4”. 

Resultate 

WARBURG dans les conditions indiquBes autrefois [4]. Le tableau 1 resume les rBsultats obtenus. 

Tableau 1. Oxydation de cyclitols p a r  A. sub. H L  I 

Mesures d’oxydation par des bactlries au repos de la  souche H L  I .  Ces Btudes ont Btd effectuees au 

Substrats Consommation Durke moyenne en min 
totale en a t .  0 
par mol. de de consommation de demi- 
substrat totale consommation 

Cy clohexanol 
Cyclohexanediol-1, 2 cis 
(&)-Cyclohexanediol-1, 2 trans 
( f)-Cyclohexkne-1-diol-3,4 cis 
(i)-Cyclohex&ne-l -diol-3,4 trans 
Cyclopentanediol-1, 2 cis 
(j-)-Cyclopentanediol-1,2 trans 
Cycloheptanediol-1, 2 c is  
(5)-Cycloheptanediol-1, 2 trans 
Cyclohexanetriol-1, 2,3/0 
( f )-Cyclohexanetriol-1,2/3 

- 15 
30 - 

75-80 5-10 
45-50 - 

25 5 
10 - 
85 10-1 5 
10-1 5 - 
35 5-10 
80-110 - 

>300 120 

Lescyclohexanetetrols-2,3/1,4, (f)-l,2,4/3, (&)-l, 2,3/4, (&)-1,2/3,4, lescyclohexanepentols- 
(-)-I ,2,4/3,5 (viburnitol) et (+)-l, 3,4/2,5 (quercitol), le mlso-inositol e t  le llvo-inositol ne sont 
pas oxyd6s. Les bactBries HL I oxydent par contre, lentement il est vrai, certains triols et tktrols 
de la s6rie du cyclopentane; les resultats de ces Btudes seront publies ultdrieurement. 

MBso-inositol-dlshydroge’nase. Ce ferment est absent des souches HL I et HL 11. I1 est contenu 
dans le egela obtenu par centrifugation h haute vitesse des extraits de bacteries ATCC 621 [9] ou 
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KLUYVER-DE LEEUW; comme nous l’avons confirme, il est pratiquement absent du liquide surna- 
geant. Dans certaines experiences, nous avons operd avec l’extrait total non fractionne (melange 
du *gel* et du surnageant); dans d’autres cas, le wgelr a 6tB utilise comme source d’enzyme. 

On a constat6, en operant avec l’extrait brut, que le pH optimum et la vitesse d’oxydation 
varient avec la nature des tampons. En presence de tris-maleate 1.7 . ~ O - , M  on observe deux pH 
optima, l’un B 6.3, l’autre 8. 7,2, les vitesses d’oxydation y &ant dans le rapport de 1 B 1,3. A pH 
5,7-6,0, I’oxydation en presence de tampons phosphate ou acetate 1-2,5 . ~ O - , M  Btait env. deux 
fois moins rapide qu’en presence de tris-mal6ate. En presence de tris ou de glycocolle-NaOH 1,7 x 
1 0 - , ~ .  le pH optimum etait de 8,O-8,5 et l’oxydation d’env. 60% fois plus rapide que dans le 
tampon tris-maleate B pH 7,2. 

La vitesse d’oxydation du ms-inositol par le ferment particulaire (@gel ))) est fortement augmen- 
tee par des activateurs en presence des tampons phosphate, acetate, tris-mal6ate et, 8. un moindre 
degre, tris e t  glycocolle-NaOH. Ces activateurs sont presents, mais en quantitds insuffisantes, 
dans le surnageant ainsi que dans 1’EBB. Le NAD ou le NADP 1 . ~ O - , M  associes i du BM 1 M 

en presence ou non de FAD 1 . sont sans effet notable. On observe une inhibition de 85% en 
pr6sence de NaCN 1 . 1 0 - 3 ~  8. pH 8,4 (tampon glycocolle-NaOH). Soumis 8. une dialyse contre de 
l’eau bidistillee, le surnageant (63 h de dialyse) et YEBB (12 h de dialyse) perdent leurs propri6tes 
activantes. I1 en est de m&me a p r h  agitation avec un volume Bgal d’une solution B 0,l yo de dithi- 
zone dans CCI,. Ceci rendait probable un effet activant d’ions metalliques. Si les ions Zn++ ou Fe3+ 
1 . 1 0 - 3 ~  ont une action inhibitrice, nous avons constat6 par contre une forte activation par les 
ions Mg++, la concentration optimum &ant comprise entre 5 . 1 0 - 3 ~  et 1 . ~ O - , M .  Les fig. 1 et 2 
montrent ces activations resp. en presence de cgelo 8. pH 7,5 (tampon tris-maldate), et B pH 8,5-8,4 
(tampon glycocolle-NaOH). Les ions Ca++ associes aux ions Mg++ sont sans effet i l a  conc. 1 . 1 0 - 3 ~  ; 
ils produisent une inhibition de 5 5 4 0 %  B la conc. 1 . 1 0 - 2 ~ .  

Vu les variations des vitesses d’oxydation avec la nature des tampons, nous avons soupGonn8 
une action inhibitrice de ces derniers. Des essais ont alors dt6 effectues avec une suspension de 

Fig. 1. Effet de Mgff sur l’oxydatzon dzc ms-inositol par le age1 * 
A part les composants indiqu6s ci-dessous, chaque recipient de WARBURG contient au debut des 
mesures: 1,25 ml cgelr (pds sec 2,5 mg) ; tampon tris-maleate 1,3 . 1 0 - 2 ~  de pH 7.6; 10 pmoles de 
ms-inositol. Le vol. total est toujours de 2,9 ml; le puits central contient en outre 0,l ml KOH 20%. 
Courbe I :  x MgCl, 1 .  EI MgC1,l * 1 0 - 2 ~ ;  pas d’EBB; 

pH final 7,5. o MgCl, 5 - 10-SM; 0,50 ml EBB dialyse; pH final 7,5. 
Courbe I1 : 
Courbe I11 : 

0,50 ml EBB dialyse; pH final 7,5. 

0 MgC1,l . 1 0 - 8 ~  ; 0,50 ml EBB dialyse; pH final 7,5. 
A Pas de MgCl,; 0,50 ml EBB dialyse; pH final 7,2. 
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cgelc dont le pH avait BtB ajust6 B 6,3 ou B 7 3  ou B 8,5 en l’absence de tout tampon. On constate 
alors que la vitesse d’oxydation est B peu prbs la meme, sinon plus BlevBe, qu’en presence des 

Fig. 2. Effet de Mg++ en prdsence et en l’absence de tampons 
A part les composants indiques ci-dessous, chaque recipient de WARBURG contient au debut des 
mesures: 1,25 ml ((gel)) (pds sec 1,5 mg) ; 10 pmoles de ms-inositol. Le vol. total est toujours de 

2,9 ml; le puits central contient en outre 0,l ml KOH 20%. 
Courbe I :  ((gel seuli); pH initial 8,4; pH final 8,2. 

Courbe 11: MgC1, 1,3 . 1 0 - 2 ~ ;  tampon 1,3 . ~ O V M  glycocolle-NaOH de pH 8,7; pH final 8,4. 
Courbe 111: tampon 1,3 . 10-ZM glycocolle-NaOH de pH 8,7; pas de MgCl,; pH final 8,5. 

Courbe IV: MgCl, 1,3 . 1 0 - 2 ~ ;  pas de tampon; pH initial 8,7; pH final 8,s. 

tampons tris-maleate (pH 6,3 et 7,5) et glycocolle-NaOH (pH 8,5, fig. 2) additionnks de Mg++. I1 
apparait donc que ce cation, loin d’btre un veritable activateur, supprime plut6t les inhibitions 
dues au tampon utilise. Ajoutons qu’en l’absence de tampon, Mg++ exerce une action inhibitrice 
aux pH 7,4 et  8,5 (fig. 2), mais non B pH 6,3. 

La nature du produit d’oxydation du ms-inositol form6 aux differents pH utilises a 6t6 
Btudiee par chromatographie sur papier, en particulier dans le systkme acetone-eau (4 : l  en vol.), 
qui permet de &parer les divers inososes connus: nous n’avons pu dCceler que la formation de 
scyllo-ms-inosose. 

Dekhydroge‘nase des cyclitols infe‘rieurs. L‘extrait brut des bact6ries HL I, dialys6 durant 12  h B 
4” contre de l’eau bidistillee, a Bt6 sipare de la manikre indiquee prkc6demment, en une fraction 
particulaire (((gel))) et une fraction soluble. 

1) Fraction particulaire. En ce qui concerne l’oxydation des cyclohexanediols-1‘2 et du cyclo- 
hexanetriol-l,2,3/0, le NAD et  le NADP sont sans effet activateur. De meme que dans le cas de la 
ms-inositol-d6shydrog6nase, on observe un effet activateur de L‘EBB, qui disparait presque com- 
plktement par dialyse ou sous l’action d’agents complexants (dithizone, EDTA). L’action de 1’EBB 
peut &tre remplacee en grande partie par celle d’ions Mg++, accompagn6s d’ions Ca++, aux condi- 
tions optimum suivantes: MgCl, 1.4 * 1 0 W ~ ;  CaC1,3,5 . M. Dans ces conditions, le pH optimum 
d’oxydation des trois substrats mentionnks est de S,1-5,3 (tampon acetate ou phosphate 3,4 . 1 0 W ~ ) .  

2) Fraction soluble. La vitesse d’oxydation et  le pH optimum dependent de la nature du tam- 
pon; d’autre part, ces enzymes solubles sont activks par le NAD ou le NADP. Comme le montrent 
les tableaux 2 et  3, l’oxydation du cyclohexanediol-1,2 cis et du cyclohexanetriol-l,2,3/0 en 
presence de tris-mal6ate de pH 8,2 est plus rapide avec NADP+ BM qu’avec NAD+ BM. C’est 
l’inverse qui se produit lors de l’oxydation du (&)-diol trans. D’autre part, on observe, suivant la 
nature du substrat, des variations des pH optimum. 
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Tableau 2. Rafifiorts des vitesses initiales d'oxydation 
Tampon tris-maleate 1,7 . lO-,ix de pH 8,2 en presence: a)  de NAD 1 . ~ O - ~ M + B M  1 . 1 0 - 2 ~ ;  

b) deNADP5,3. 1 0 - 4 ~ + B M 1  . 1 0 - , ~  

Substrats Rapports des Substrats Rapports des 
vitesses 
initiales b) /a )  

1805 

vitesses 
initiales b) /a )  

Cyclohexanediol-1, 2 cis 2,0 
Cyclohexanetriol-1, 2,3/0 4,O 

(f)-Cyclohexanediol-1,2 trans 0,12 

Tableau 3. pH opt imum 
Tampon glycocolle-NaOH 1,7 * 1 0 - , ~ ;  en presence de: a)  NAD 1 . l O - 3 ~ +  BM 1 . 10-ZM; b) de 

NADP 5,3 . 1 0 - 4 ~ +  BM 1 . 10-ZM 

Substrats Activateurs pH optimum 

Cyclohexanediol-1, 2 cis NAD +BM 9 2  
NADP+ BM 9,9 

(A)-Cyclohexanediol-1, 2 trans NAD +BM 7.9 
NADP+ BM 8,15 

Produits d'oxydation. La nature des produits d'oxydation des cyclohexanediols caracterises 
par leurs phenylhydrazones [lo] varie avec celle de l'enzyme (tableau 4) : on observe la formation 
d'dnantiomeres. 

Tableau 4. Produits d'oxydation des cyclohexanediols 

Substrats Enzymes Milieu a) Phenylhydrazone b, [lo] 
[a] D F. % C  % H  % N  
(dam l'alcool) 

Cyclohexane- particulaire 1 +78,3" & 3.3" 122-123" 70,76 7,82 13,62 
diol-1,2 cis (gel) 

soluble 2 (NAD) -83,4" & 1,6" 118-120" - - 13,25 
soluble 2 (NADP) -78,5' & 2,O" 118-119" - - - 

(&)-Cyclohexa- particulaire 1 -73,O" & 2,5" 117-120" 70,71 7,97 13,69 
nediol-l,2 trans (gel) 

soluble 2 (NAD) i65,O" & 2,l" 119-122' - - - 
soluble 2 (NADP) +54,0° & 2,s" 123-125" - - 14,68 

a) Milieu 1: 1 2 5  ml enzyme; tampon acetate 1,7 1 0 - 2 ~ ;  MgCl, 1,4 - 10-2,; EBB 0,5 ml; CaCl, 
0,3 . 1 W 2 ~ ;  substrat 2 .  1 0 - l ~ ;  vol. total 2.9 ml; pH 5,l. 
Milieu2: 1,25 mlenzyme; tampontris-mal6ate1,7 1 0 - 2 ~ ; N A D  1. 1 0 - S ~ ~ ~ N A D P  5,3 * 1 0 - 4 ~ ;  
BM 1 . 1 0 - 2 ~ ;  substrat '2 . 10-1111; vol. total 2,9 ml; p H  8,2. 

b, C,,H,,ON, Calc. C 70,55 H 7,89 N 13,72%. 

Oxydations par des bactkries intactes. On a observe des variations, en fonction du pH, de la 
stCrCospCcificit6 d'oxydation par des bact6ries KLUYVER-DE LEEUW ou HL I : a) agitees dans une 
atmosphere d'oxygbne, en presence du substrat dissous dans un tampon 0,l M acetate de pH 4,s ou 
phosphate de pH 8,O; b) en culture en presence des m6mes tampons (tableau 5). 

AprBs oxydation en culture du cyclohexanetriol-l,2,3/0 au moyen de la souche HL 1, on isole 
une phenylhydrazone identique A celle qui avait 6tB obtenue autrefois au moyen de la souche 
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Tableau 5. Oxydation de cyclohexanedaols par  des bacttries intactes 

Substrats Souches PH Phinylhydrazones [lo] 
et modes F. [ U ] D  (alcool) 
operatoires (bloc MAQUENNE) 

~ ~~ ~ ~ ~ ~~ 

Cyclohexanediol-1, 2 czs HL I b )  4,5 132-134" +83,9" f 7,5" 
KDLa) 4,5 130-1 31" +77,3" f 5,4O 
KDLa) 8,O 133-134' - 80,9" f 14,6" 

(f)-Cyclohexanediol-1,2 trans HL I b, 4,5 126-128" -84,O" f 7,7" 
(demi-oxydation) KDLb) 4,5 126-128' -85,5" f 7,3" 

HL I a )  8 8  121-1 24" ") +63,3" f ll,loc) 
KDLa) 8,O 130" +58,7" f 6,9" 

KDL = souche KLUYVER-DE LEEUW 
") 
b, bacteries en culture 
c ,  C,,H,,ON, Calc. C 70,55 H 739 N 13,72% Tr. C 70,74 H 8,OO N 13.82% 

agitation avec des bacteries tau repos, 

KLUYVER-DE LEEUW [ll] : F. 142-143"; [ U ] D +  56,2" 3,7". I1 ne nous a pas Ct6 possible d'obtenir 
cette phenylhydrazone cristallisee a p r h  action du wgels B pH 5,O ou des ferments solubles B p H  8,2. 
Par chromatographie sur papier, on constate pourtant dans les deux cas la formation d'une cetone 
ayant le m&me Rf que la dihydroxycetone dont derive la phenylhydrazone mentionnee. 

Constantes enzymatiques. Les ferments solubles catalysent la reaction suivante : 

Diol + NAD+ 

A l'kquilibre, on a K = 

cyclohexanolone + NADH + H+ 

[Cyclohexanolone] [NADH] [€I+] 
[Diol] "AD+] 

Utilisant comme preparation enzymatique la fraction partiellement purifiee de HL I pr6ci- 
pitee par le sulfate d'ammonium entre 70 et lOOyo de saturation et depourvue de quantites notables 
de NADH-oxydases solubles e t  particulaires, nous avons determine B p H  8,O et  environ 20" la 
constante K ainsi que les constantes de MICHAELIS K,. Les mesures ont Bt6 effectuges par voie 
spectrophotom6trique B 340 nm; les K, ont BtB determines par la mdthode classique de 
LINEWEAVER & BURKE [12]. En presence de tampon tris-malCate 8,3 . 1 0 - 3 ~  de pH 8,0, de MgCl, 
1,3 4 0 - 3 ~  et  de CaC12 0,3 . 1 0 - 3 ~ ,  nous trouvons dansle cas du (+)-diol trans: K = 2,s. 10-11; 
K,(NAD) = 4,5 . W 4 M ;  K,(diol trans) = 1,06 . ~ O - , M .  Dans les mbmes conditions on observe 
pour le diol cis: K = 1,03 . lo-''; K,(diol ,.is) = 3,l . 1 0 - 2 ~ .  Pour plus de details sur ces mesures 
provisoires, voir HAENNI [1[. 

Discussion 
Dbshydrogbnases des cyclitols supirrieurs. Les enzymes qui ddshydroghent les 

cyclitols ont donnC lieu A relativement peu de travaux. En 1951 FRANZL & CHARGAFF 
[9], opdrant sur A .  sub. ATCC 621, montraient que les ferments oxydant le mbso- 
inositol se trouvent dans une fraction particulaire d'extraits acellulaires. 11s indiqu8rent 
d'autre part qu'un activateur est contenu dans une suspension de bactCries bouillies. 
L'existence de cet activateur a donnk lieu B des indications contradictoires. Si 
ANDERSON et al. 1131 confirment les observations mentionnCes, ARCUS & EDSON [14] 
ne constatent aucune oxydation, ni du ms-inositol, ni des inositols optiquement actifs, 
Q pH 5,0, par la fraction particulaire, mCme en prCsence d'EBB ou d'ions Ca++ et  
Mg++, qui activent l'oxydation du D-mannitol, du D-sorbitol et d'autres polyols 
acycliques. CHARALAMPOUS & ABRAHAMS [15] indiquent que l'oxydation du ms- 
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inositol par la fraction particulaire ne nCcessite aucun activateur. Tous ces auteurs 
employaient la souche ATCC 621. 

OpCrant sur la fraction particulaire (((gel))) de la souche KLUYVER-DE LEEUW, 
nous constatons une action activante de l’EBB, alors que NAD + BM ou NADP + BM 
QU FAD sont sans effet. L’action d’EBB peut &re remplacCe par celle deg ions Mg++ 
A une concentration optimum 5 . - 1 . 1 0 - 2 ~ .  L’association d’ions Ca++ diluCs 
est sans effet; elle produit m&me une inhibition B la concentration 1. 1 0 - 2 ~  (voir 
par contre [14]). Comme l’action de 1’EBB disparait presque compl&tement par 
dialyse ou par traitement par des agents complexants, elle est due sans doute essen- 
tiellement i sa teneur en ions Mg++. Nous constatons d’autre part que la vitesse 
d’oxydation dCpend de la nature du tampon employC. En milieu acide, les tampons 
aux phosphates ou aux acCtates sont moins favorables que le tris-malCate; en prCsence 
de ce dernier, on observe deux pH opt. Q 6,3 et 7,2. En milieu plus alcalin, avec le 
tampon tris ou le tampon glycocolle-NaOH, on observe une oxydation plus forte 
avec un maximum vers 8,O-5,5. L’effet activant de 1’EBB ou des ions Mg++ est 
surtout marquC en milieu acide. En I’absence de tout tampon, on observe, sans aucun 
activateur, des oxydations par le ccgela tout aussi rapides, et l’addition de Mg++ 
produit m&me alors une inhibition B pH 7,4 et 8,4. I1 faut en conclure que la dCshydro- 
gCnase CtudiCe subit, sous l’action des Clectrolytes des tampons employks, une 
inhibition qui, par un mCcanisme encore incertain, est supprimCe par les ions Mg++. 
Ces derniers apparaissent ainsi non pas comme des activateurs, mais comme des dLs- 
inlzibiteurs. L’effet favorable des ions Mg++ (+ Ca++) avait C t C  dCji constat6 lors de 
dCshydrogCnations de polyols acycliques [14], mais la raison n’en n’avait pas CtC 
ClucidCe. 

A en juger par la chromatographie sur papier des produits obtenus B diffCrents pH, 
le ms-inositol ne fournit qu’un seul inosose, le scyllo-ms-inosose. On sait que la fraction 
particulaire qui oxyde le ms-inositol, s’attaque aussi 8. d’autres cyclitols ayant au 
moins 4 OH voisins (cyclitols supCrieurs). Ces oxydations obCissent B une stCrCo- 
spCcificitC remarquable et ont comme si&ge (souche KLUYVER-DE LEEUW) les OH 
axiaux des formes chaise prCfCrentielles du substrat 141. On ne peut dire actuellement 
si ces dCshydrogCnations de cyclitols supkrieurs sont dues B un seul ou A plusieurs 
ferments . 

Les deux autres souches CtudiCes, HL I et HL 11, sont ddpourvues de ces dCshydro- 
gCnases de cyclitols supkrieurs. 

De‘shydroge‘nases des cyclitols infLrrieurs. Les souches A .  swb. HL I et  HL I1 sont, 
comme on vient de le voir, incapables d’oxyder les (cyclitols supCrieurs)) ayant au 
moins 4 OH voisins. Elles s’attaquent par contre, B l’instar de la souche KLUYVER- 
DE LEEUW, B des cccyclitols infkrieurs)): cyclanols, cyclanediols-l,2 cis et trans, 
cyclohex&ne-1-diols-3,4 cis et trans, cyclohexanetriol-1, 2,3/0 (tableau 1). L’oxydation 
du cyclohexanetriol-1,213 est par contre beaucoup plus lente qu’avec la souche 
KLUYVER-DE LEEUW~).  L’Cquipement enzymatique des souches HL I et HL I1 
paraft ainsi plus simple. Pour 1’Ctude des dCshydrogCnases de cyclitols infhieurs, 

a) D’aprBs BARBEZAT et al. [15 a], ce trio1 serait oxyd6 par les deshydrog6nases des cyclitols sup& 
rieurs de la souche KLVYVER-DE LEEUW qut empieteraient ici sur le domaine des ddshydro- 
genases des cyclitols InfCrieurs. 
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nous avons travail16 essentiellement sur la souche HL I. Quelques essais effectuds avec 
la souche KLUYVER-DE LEEUW indiquent que ses dCshydrogCnases de cyclitols 
infkrieurs sont Ctroitement apparentbes, sinon identiques, A celles de la souche HL I. 

La fraction particulaire de HL I, de pH optimum 5,l-5,3, manifeste des besoins 
en activateurs analogues A ceux des dCshydrogCnases des cyclitols supCrieurs : EBB, 
qui peut &re remplacC par MgC1, 1,4 ~ O - , M  + CaC1, 0,3 . 1 0 - , ~ ;  pas d’effet du 
NAD ou du NADP. Les ferments solubles peuvent &re purifi6s par prbcipitation au 
moyen du sulfate d’ammonium. Leurs pH optimum sont dans le domaine alcalin; 
ils ne sont pas activCs par les ions Mg++, mais nCcessitent la prCsence des coferments 
NAD ou NADP. Leurs propri6tCs sont rCsumCes dans les tableaux 2 et 3. 

Les differences les plus intkressantes entre les d6shydrogCnases particulaires et 
solubles des cyclitols infkrieurs ont trait A leur stCrCospCcificitC en prCsence de cyclo- 
hexanediols-1,2 (tableau 4). L’enzyme particulaire transforme le diol cis I V  en 
cyclohexanolone I11 et s’attaque prCfCrentiellement au (-)-cyclohexanediol-1, 2 
trans (11) en le convertissant en cyclohexanolone V. Dans les deux cas il s’agit de 
l’attaque d’un groupe -CHOH- de configuration R. Par contre, les enzymes solubles 
ont une stCrCospCcificitC S: ils convertissent le diol I V  en cyclohexanolone V et, 
prCfCrentiellement, le (+)-diol I en cyclohexanolone I11 (1’Cnantiombre I1 &ant 
attaquC beaucoup plus lentement). La stCrCospCcificitC des enzymes solubles est 
indkpendante de la nature des coferments (NAD ou NADP)3). Nous constatons 
toutefois qu’en pr6sence du tampon tris-malCate de pH 8,2, le NADP est plus actif 
que le NAD lors de l’oxydation du cyclohexanediol-l,2 cis et du cyclohexanetriol- 
1,2,3/0 (VII). Bien que les produits d’oxydation n’aient pas C t C  isolCs comme ph6nyl- 
hydrazones, il est probable que c’est l’enzyme particulaire qui convertit le trio1 en 
dihydroxy-2,3-cyclohexanone (VI) [ll],  alors que le produit d’oxydation par les 
enzymes solubles serait la dihydroxy-5,6-cyclohexanone (VIII)  . 

Tous les enzymes particulaires mentionnCs sont inhib6s par NaCN et agissent sans 
doute par la voie des cytochromes. Dans le cas de ferments analogues attaquant les 
polyols acycliques, on se reprCsente qu’ils sont fix& A la membrane cytoplasmique [2] 
et que ce sont eux qui agissent essentiellement dans les cellules intactes, en culture, 
dont le pH normal est voisin de 5,0, en oxydant ces polyols d’aprbs la rbgle de 
BERTRAND-HUDSON. Cette dernibre comporte en effet l’attaque d’un carbone de 
configuration R. 

1 
H-C-OH 

- 2 H  I 

I 

I 
H-C-OH 

I 
H-COH 

I 
CH,OH CH,OH 

+ G O  t- 

Nous constatons que, lorsque des cellules intactes au repos sont mises en presence 
de cyclohexanediols A un pH de 8,0, dkfavorable pour les enzymes particulaires de la 
membrane, le substrat pCnbtre & 1’intCrieur des cellules oh il est attaquC par les 
enzymes solubles du cytoplasme, dont le pH est ainsi voisin de celui du milieu. En 

3, Operant B pH 8,5 avec un extrait acellulaire brut de la souche ATCC 621, CUMMINS et al. [16] 
avaient montr6 par contre que la nature des produits d’oxydation du D-sorbitol varie avec 
celle du coferment : il se forme principalement du D-fructose en presence de NAD, du L-sorbose 
en presence de NADP. Par chromatographie sur papier, nous avons fait les memes constata- 
tions avec les ferments solubles de notre souche H L  I. 
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variant le pH de ce dernier, on peut ainsi obtenir l’un ou l’autre des antipodes I11 
et V4). 

On se figurait primitivement que les polyols acycliques sont oxyd6s par un seul 
ferment soluble, peu stCrCospCcifique, liC A du NAD. Plus rCcemment, on a pu sCparer 
plusieurs ferments solubles des souches d’A. sub. SU [2] et ATCC 621 [17], douCs 
chacun de stCrCospCcificitC Ctroite en ce qui concerne les polyols acycliques et nCces- 
sitant soit du NAD soit du NADP. I1 est possible que les oxydations en milieu alcalin 
des diols et du trio1 cycliques, soient effectuCes chacune par des ferments diffdrents, 
d’autant plus que les activitCs des coferments et les pH optimum varient avec la 
nature du substrat. Une sCparation de ces enzymes serait donc Q entreprendre. 

Notons qu’on a mis en evidence des enzymes de stereospecificit6 R ou S qui s’attaquent 8. des 
diols acycliques tels que les butanediols-2,3. 11s different par divers caracteres des ferments, qui 
viennent d’&tre decrits, oxydant les diols cycliques. Les enzymes Btudies chez Bacillus pyomyxa, 
B. subtilis, Aerobacter aerogenes [18] et chez Neisseria Winogradski [I91 semblent tous agir unique- 
ment h pH 8,0 en prdsence de NAD. D’autre part, des enzymes solubles prbcipitant & 20-50% de 
saturation en sulfate d’ammonium ont Ct6 retires d’A. sub. SU [20]; ils ne paraissent oxyder que 
des monoalcools ou les formes mtso du butanediol-2,3 et  de l’hexanediol-3.4. 

Q 
I (+)-Diol 

11 n2:. s. 

- 2  H 

D. ac. p. II 
111 0 IV 

VI VII 

I1 (I)-Diol 

D. ac. p. 

/-/ - 2  H 
*-.L 
D. alc. s. II v o  

- 2  H - 
II D. alc. s. 

? VIII 0 
D. ac. p. = deshydrogenase Hacideo particulaire 
D. alc. s. = deshydrogenase talcalineo soluble 

Ajoutons enfin qu’on a observe encore chez d’autres Acetobacter la pdsence, dans le m&me 
organisme, de deux espkces d’enzymes apparentees, l’une particulaire agissant en milieu acide, 
l’autre soluble agissant en milieu alcalin (dans ce dernier cas en presence de NAD ou de NADP) : 
alcool-deshydrogenase [21] ; acetaldehyde-d6shydrogenase [22]. 

Les micro-analyses ont Btd effectuees par M. le Dr K. EDER, Ecole de Chimie, Universit6 de 
Geneve. 

RIZSUMG 
1) On a CtudiC deux souches d’Acetobacter suboxydans dCsign6es comme HL I et 

HL 11, qui oxydent en monocdtones les cyclohexanediols-l,2 cis et trans et le cyclo- 
hexanetriol-l,2,3/0 (cyclitols infdrieurs). Contrairement Qla souche d’A. sub. KLUYVER- 
4) Lorsqu’on traite, par contre, 8. pH 7,5, des cellules au repos de la souche ATCC 621, en presence 

de D-sorbitol, il se forme essentiellement du L-sorbose et  non du D-fructose: le pH interne des 
cellules resterait peut-ktre trop bas, dans ces conditions, pour permettre une action notable des 
ferments solubles [14]. 
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DE LEEUW, elles ne s’attaquent pas aux cyclitols supCrieurs contenant au moins 4 OH 
voisins. 

2) La fraction particulaire des extraits de bactCries KLUYVER-DE LEEUW contient 
une ou plusieurs inositol-ddshydrogknases agissant probablement par l’intermkdiaire 
des cytochromes. Elles sont activCes par les ions Mg++ 0,5-1 . 1 0 - 2 ~ .  Leur pH 
optimum varie de 6 ?i 8,5 suivant la nature du tampon. Les ions Mg++ apparaissent 
comme des dbsinhibiteurs qui suppriment l’inhibition causke par des composants du 
tampon. Le scyllo-ms-inosose semble Ctre le seul produit d’oxydation form6 i partir du 
mbso-inositol indkpendamment du pH. 

3) Les extraits de la souche HL I et de la souche KLUYVER-DE LEEUW contiennent 
une fraction particulaire activCe par les ions Mgff + Caff qui attaque A pH 5,l-5,3 
le cyclohexanediol-l,2 cis, le (-)-cyclohexanediol-1,2 trans et le cyclohexanetriol- 
1,2,3/0. Ces substrats sont oxydCs avec une stCrCosp6cificitC R. La fraction soluble 
des extraits n’est pas activCe par les ions mentionnCs; elle l’est par le NAD ou le NADP; 
suivant la nature des substrats et des tampons, le pH optimum est compris entre 8 
et 10. L’attaque du diol cis et du (+)-diol trans se fait avec une stCrCospCcificitC S. 

L’action des ferments mentionnks s’observe Cgalement chez des bactCries intactes. 
Suivant le pH (4,5 ou 8,O) du milieu, on observe aux dCpens, soit du diol cis, soit du 
(f )-diol trans, la formation de cyclohexanolones Cnantiom6res. 

Genhve, Laboratoire de chimie biologique et 
organique spCciale de 1’UniversitC 
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