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Abstract-In order to investigate the enzymatic mechanism of tomato alcohol dehydrogenase, kinetic studies 
were carried out at pH 5.8 and 9.4 for the forward and reverse reactions, respectively. Primary double reciprocal 
plots for several fixed concentrations of the associated substrate in all cases intersect, suggesting a sequential 
mechanism. Exploitation of secondary plots (slope-intercept values on the primary plots versus the reciprocals of 
the non-varied substrates) gives the following values: K,,,s 500 PM for MeCHO, 30 pM for NADH, 2700 PM 
for EtOH, 12 PM for NAD’; K,s 40 PM for MeCHO, 3 FM for NADH, 10“ PM for EtOH and 45 PM for 
NAD’. The results obtained in product inhibition studies agree with an ordered bi-bi mechanism for both 
forward and reverse reactions. Application of Cleland’s rules shows that the coenzyme was the first substrate to 
complex with the enzyme in both cases. 

INTRODUCIION 

11 est possible de mettre en Cvidence une activite 
alcool deshydroginase dans un grand nombre de tissus 
animaux [l-3] et vCgCtaux [4-71 ainsi que chez les 
microorganismes [l]. Cependant, la plupart des 
travaux publiCs g ce jour et plus particulitrement les 
Ctudes relatives au mCcanisme d’action de ce type 
d’enzyme ont Ctt: rCalisCs en utilisant des alcool 
deshydrogknases de foie d’animaux ou de levure [l] 
comme matCrie1 de d&part. Les alcool deshydro- 
gCnases d’origine v&g&tale ont fait l’object d’un 
nombre plus restreint de publications, traitant le plus 
souvent de probl&mes relatifs 2 la purification ou g la 
spCcificitC de ces enzymes. 

Dans un prCctdent travail [8, 93 nous avons dCcrit la 
purification et la CaractCrisation d’une alcool 
deshydrogknase extraite du fruit de tomate, 
prCc6demment signalee par Rhodes [7]. Le prtsent 
article traite de 1’Ctude cinCtique de la r&action 
catalysCe par cette enzyme afin d’en prtciser le 
mCcanisme d’action. 

RfiSULTATS 

huie des vitesses initiales en absence d’inhibiteur 

Les mesures correspondant aux vitesses initiales des 
r&actions directe et inverse ont Ct6 exploitCes selon la 
mCthode d’Alberty [lo] et Cleland [ll]. Les inverses 
des vitesses initiales sont port& en fonction de l’in- 
verse des concentrations en chacun des substrats pour 

tAdresse actuelle: Laboratoire de Biochimie et Tech- 

nologie Alimentaires U.S.T.L. 

diffkrentes concentrations en coenzyme et de l’inverse 
des concentrations de chacune des deux formes du 
coenzyme pour diffkrentes concentrations en substrat. 
Nous obtenons dans ces conditions les rCseaux 
primaires. 

Pour la riaction directe (rCduction de l’aldkhyde), 
les d&terminations ont CtC rCalisCes ?I pH 5,8, pH 
optimum de l’enzyme fonctionnant dans le sens 
hydrogknasique [8]. En ce qui concerne la r&action 
inverse nous avons opCrC & un pH &gal h 9,4 voisin du 
pH optimum de l’enzyme= 9,8 [8]. Sur la Fig. la, 
l’inverse de la vitesse initiale est port&e en fonction de 
l’inverse de la concentration en Cthanol pour 
diffkrentes concentrations en NAD’. Le r6seau 
rCciproque pour la mCme r&action est 6galement 
form6 de droites concourantes. 

Pour la rCaction directe nous obtenons des faisceaux 
de droites qui convergent en des points d’abscisses 
fortement nCgatives du fait des faibles valeurs des 
constantes cinCtiques d’inhibition. En portant les val- 
eurs des pentes et des intersections relevCes sur les 
tracts primaires en fonction de l’inverse des concent- 
rations en substrat associC nous obtenons les tracCs 
secondaires. Nous avons donn6 sur la Fig. lb les tracks 
secondaires pour l’oxydation de l’alcool (pente et in- 
tersection en fonction de l’inverse de la concentration 
en NAD’). 

Dans tous les cas les tracks lineaires obtenus nous 
permettent de calculer les diffkrentes constantes 
cinCtiques dont les valeurs sont consign&es dans le 
Tableau 1. 

&de des inhibitions par les prod&s de la redaction 

L’activitt pour la r&action ‘directe’ de l’alcool 
deshydrogtnase de tomate est inhibCe en pr&ence 
d’dthanol et de NAD’, de m&me 1’activitC pour la 
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Fig. 1. (a) Track primaire: variation de l’inverse de la vitesse 

initiale en fanction de I’inverse de la concentration en 

Cthanol pour diffkrentes concentrations fixes en NAD+: 0 

10X,3 PM; n S2,2 PM; n 31,O FM; 0 20,s PM. (b) Tracts 

secondaires: variation des intersections (A] et des pentes (0) 
relevees sur la Fig. la en fonction de I’inverse de la con- 

centration en NAD‘. 

rCaction ‘inverse’ est inhibke par I’acCtaldChyde et le 
NADH. Les rCsultats report& sur les Figs. 2a et 2b 
indiquent que 1’acCtaldChyde est un inhibiteur non 
compktitif mixte vis-a-vis de I’Cthanol et que le coen- 
zyme NADH est un inhibiteur compCtitif vis-k-vis du 
coenzyme NAD’. Les diffkrents types d’inhibition 
observks sont donnCs dans le Tableau 2. 

I 
CMeCHOl 

Fig. 2. (a) Inhibition de la ‘rkaction inverse’ par 

I’ac&aldChyde. Reprtsentations en double inverse avec 

I’tthanol pris comme suhstrat variable pour diffkrentes con- 

centrations en acttaldkhyde: 0 sans ac6taldChyde: n 250 

PM; A 50O~M; 0 1000 p*M. La concentration en suhstrat 

assock? NAD‘ cst tie 100 FM. 

Fig. 2. (h) Inhibition de la ‘kaction inverse’ par le NADH. 

ReprCsentations en double inverse avec le NAD-’ pris comme 

substrat variable pour differentes concentrations en NADH: 

0 bans NADH; W 8,X PM; A 17,6 PM; 0 26.4 FM. La 

concentration en substrat asswiG ethanol est de IO ): IO7 FM. 

Tableau 1. Paramktres cinCtiqnes de I’alcool dCshydrogCnase de 

tomate 

Substrat 

~___ 

Constante cinttique 

Constante de Michaelis d-inhibition 

(PM) (cLM) 

a 
( 

AcktaldClyde K~cF1o= 500 KjL1’c’I,” = 40 

NADH KNJADH = 30 ,n 
k’N”“> _ -j 

b Ethanol 

( 

K~e““i”I, = 27()0 ~~<<‘,,,,W =~ 10 * ,(,’ 

NAD’ KNA”’ = ] 2 wt qw>- _ 35 
-__ ___~___ 

Les paramktres ont CtP dtterminks a pH 5,X pour la reaction 

directe (a) et % pH 9,4 pour la rkaction inverse (h). 
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Tableau 2. Inhibition par les produits de la reaction de I’alcool deshydrogenase de tomate, types 

d’inhibition et valeurs des constantes d’inhibition 

Sens de la reaction Inhibiteur 
Substrat 

variable 
Type Constantes d’inhibition (JLM) 

d’inhibition I$ Kcpentel Kuntersection) 

Ethanol 

NAD+ 

Acetaldehyde non compttitif 7,4x lo3 

NADH non competitif 21 x lo3 7,2x lOa 
mixte 

Acetaldehyde non compttitif 260 31 
mixte 

NADH competitif 15 

Inverse 

Ethanol non compttitif 96 225 
Acetaldehyde mixte 

NAD+ non compttitif 140 53 
mixte 

Ethanol non compktitif 10 27 
NADH mixte 

NAD+ competitif 10 

Le substrat associk est B concentration non saturante. 

Les inhibitions pour I’ethanol vis-a-vis du NADH et 
pour l’acetaldehyde vis-a-vis du NAD+ n’ont pu Ctre 
identifiees comme non competitives mixtes qu’apres 
analyses graphiques selon Eadie et Dixon du fait de la 
convergence peu marquee apparaissant sur la 
representation en double inverse. En portant les val- 
eurs des pentes et des intersections relevees sur les 
graphes primaires obtenus en fonction des concentra- 
tions en inhibiteur, nous obtenons des traces secon- 
daires qui permettent la determination des difftrentes 
constantes d’inhibition dont les valeurs sont 
rassemblees dans le Tableau 2. 

DISCUSSION 

Dans tous les cas les reseaux primaires obtenus 
sont form& de droites concourantes, le point d’in- 
tersection a toujours une abscisse negative, alors que 
l’ordonnee est negative lorsque les variables sont le 
NADH et l’acetaldehyde et positive lorsque les vari- 
ables sont le NAD’ et l’ethanol. Ces donnees 
experimentales sont en accord [ll, 121 avec l’existence 
d’un mecanisme sequentiel, de type bi-bi ordonne en 
regime stationnaire ou bi-bi aleatoire a l’equilibre. 

Pour ces mecanismes l’equation de vitesse est de la 
forme: 

V,,,(A)(B) 

’ = K+,KB + K,(B) + K,(A) + (N(B) 

oh vlrm represente la vitesse maximale de la reaction 
determinCe a concentration saturante en substrat et en 
coenzyme, KA et Ku les constantes de Michaelis des 
substrats A et B et K,* la constante d’inhibition 
cinetique de A. 

Les valeurs relatives des constantes de Michaelis 
pour l’acetaldehyde et l’ethanol et le fait que la con- 
stante cinetique d’inhibition de l’ethanol (10 x lo3 
PM) soit trbs superieure a celle de l’acetaldehyde (40 

PM) semblent indiquer que l’enzyme fonctionne 
preferentiellement dans le sens de la reduction de 
l’acetaldehyde en ethanol. Ces resultats sont en bon 
accord avec ceux obtenus par Eriksson [4] a partir 
des constantes d’equilibre et du rapport de concentra- 
tions NAD’/NADH dans le cas de I’alcool 
deshydrogenase de pois et par Bruemmer et Roe [5] a 
partir des constantes de Michaelis apparentes pour 
l’enzyme d’orange. 

Afin de preciser la nature du mecanisme sequentiel 
mis en evidence nous avons entrepris l’etude de l’in- 
hibition par les produits de la reaction. Les resultats 
de cette etude (Tableau 2) sont en accord avec un 
mecanisme sequentiel bi-bi ordonne. De plus, l’appli- 
cation des regles de Cleland [ 1 l] montre qu’aussi bien 
dans le cas de la reaction directe que dans celui de la 
reaction inverse le coenzyme est lie en premier a 
l’enzyme ce qui conduit au schema reactionnel ci- 
dessous: 

(Meto) (NfH) 

(JW (EAB - BPQ) (BQ) - 

Une telle fixation preliminaire obligatoire du coen- 
zyme (reduit ou oxyde selon le sens rtactionnel) a deja 
CtC signal&e pour plusieurs oxydoreductases NAD(H) 
dependantes: Portalier [12] pour la reduction du D- 

tagaturonate en altronate par la D-altronate NAD’- 
oxydoreductase d’Escherichia coli, par Michel et al. 
[13] et Laurent et al. [14] pour la reaction d’oxydation 
de l’oestradiol par la 17 p hydroxystero’ide 
deshydrogenase isolee de l’ovaire de brebis ou du foie 
de rat et Morita et al. [15] dans le cas de la 
glycolaldehyde d’Escherichia cob. 
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EXPkRIMENTAL 

Les tomates utilisCes dam cette etude, cultivtes en plein 

champ nous ont et6 aimablement fournies soit par un produc- 
teur local (varittes Marmande-Saint-Pierre et F 7) soit par la 

Station Experimentale de la Conserve de Puyricard (varietes 

24 A et ROMA VF). Le stade de maturite est le stade rouge 

defini par Besford et Hobson [16]. Le NAD’ et le NADH 

proviennent de chez Boehringer, I’alcool (Merck) et 

l’acetaldehyde (Fluka) sont des produits hautements purifies 

(plus de 99% en chromatographie en phase gazeuse) et sont 

redistill& avant utilisation. Les autres produits proviennent 

de chez Merck. Fluka ou Sigma. 

‘Tous les reactifs ont etC prepares avec de l’eau desionisec 

redistillee. La verrerie a CtC soumise a l’action d’un bain de 

HNO, dilut au demi (7 N) pour eliminer les traces de 

detergent avant abondant rincage a I’eau desionisee 

redistillee. 

Pre!paration de f’enzyme. Nous avons utilise des 

preparations purifites d’alcool deshydrogtnase de tomate, 

obtenues selon les techniques decrites dans un precedent 

travail [8, 91. La fraction utilisee es1 celle obtenue apres 

purification par chromatographie d’afinite sur ‘Blue Sephar- 

ose CL-6B’ (Pharmacia) suivie d‘unc chromatographie sur 

Sephadex G 200. 
Essais enzymutiques. Les vitesses de reaction ont CtC 

determinCes par la mesure des variations d’absorbance du 

NADH a 340 nm (cellules de 1 cm de trajct) et a une 

temperature de 25“. La ‘reaction directe’ correspond a la 

reduction de l’acetaldthyde. le NADH est le substrat associe; 

au tours de la ‘reaction inverse’ l‘ethanol est oxyde en 

presence de NAD+. Potir la reaction directe, les milieux 

reactionnels sont constitues ainsi: tampon phosphates de 

sodium 50 mM pH = 5,8, NADH et acetaldihyde en con- 

centrations variables, 50 ~1 d’extrait enzymatique et de I’eau 

pour un volume final de 3 ml. Pour la reaction inverse, les 

milieux rtactionnels sont constitues ainsi: tampon glycine- 

NaOH 50 mM pH = 9,4, NAD’ et ethanol cn concentrations 

variables, 50 ~1 d’extrait enzymatique et de I’cau pour un 

mCme volume final. La cuve temoin contient les memes 

reactifs et un volume de solution enzymatique inactivee 

thermiquement. Dans les deux cas. apres quelques minutes 

d’incubation a 25”, la reaction est initiee par addition de 50 

~1 de solution enzymatique. La vitessc de reaction est nulle 

lorsque I’un ou l’autre des substrats ou la solution enzymati- 

que sont omis dans le milieu reactionnel. Pour Irs etudes 

d’inhibition par les produits de la r&action. les milieux 

reactionnels definis ci-dessus contiennent en outre NAD’ et 

ethanol pour le sens direct. NADH et acetaldehyde pour le 

sens inverse. L’unite enzymatique est definie comme etant la 

quantitt d’enzyme necessaire pour transformer 1 pmol de 

substrat par min. dans les conditions dccrites ci-dessus. 
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