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Les recherches d'EPHRUSSI et de SLONIMSKI 1, 2, s ont 6tabli clairement que la forma- 
tion des cytochromes, de la cytochrome oxydase, de plusieurs d@shydrog6imses et d'une 
cytochrome r@ductase est induite par l'oxyg~ne chez la levure de boulangerie. 

Les exp6riences que nous rapportons ci-dessous montrent qu'fl en est de m~me 
pour la catalase. 

MATERIEL ET METHODES 

Levure. Saccharomyces  cerevisiae isol6e d ' u n e  levure  de boulanger ie  commerc ia le  (Levure  
Royale ,  Neder landse  Gistfabriek) .  

Culture. E n  milieu l iquide con tenan t ,  pa r  litre, 5 ° g de glucose, 1.43 g de sulfate  de m a g n 6 s i u m ,  
o.53 g de chlorure  de sodium,  i .o g de p h o s p h a t e  monopo ta s s ique  x.2 g de su l fa te  d ' a m m o n i u m ,  
i ml  d ' u n e  solut ion ~ o. 5 % de chlorure  ferrique et  2o ml  d ' e au  de levure.  

Pou r  la  cu l tu re  des levure  en ana6robiose,  un  litre de milieu es t  ensemenc6  avec  5 ml  d ' u n e  
cu l ture  de 24 heures ;  le bal lon es t  rempli  j u s q u ' e n  h a u t  du  col e t  ferm6 pa r  u n  pe t i t  couvercle  de 
verre ;  il es t  mis  A incuber  24 heures  ~ 28-3 o°. 

Adration. L a  levure  es t  r6colt@e, lav6e trois  lois avec de l ' eau  distill6e, et  remise  en suspens ion  
dans  une  solut ion con tenan t ,  pa r  litre, 4 ° g de glucose, o.2 g de sulfa te  de m a g n 6 s i u m  et  o.45 g de 
p h o s p h a t e  monopo ta s s ique .  L a  concen t ra t ion  en levure  de la suspens ion  es t  d6termin6e pa r  mesu re  
de son  opacit6, e t  a jus t6e  A 2.5 ~ 3 m g  pa r  ml.  Cette suspens ion  es t  ensui te  r6part ie  en  por t ions  
de 3 ° m l  dans  des boi tes  de R o u x  d ' u n  litre q u ' o n  dispose ho r i zon t a l emen t  sur  un  p l a t eau  ani ta6 
d ' u n  m o u v e m e n t  pendula i re  (une oscillation pa r  seconde,  de 5 c m  d ' ampl i tude)  dans  une  6 tuve  
~, 28-3  o°. 

Preparation des extraits. L a  levure,  recueillie pa r  cent r i fugat ion,  est  lav6e deux  fois avec  de 
l ' eau distill6e; le culot  es t  t ransf6r6 dans  un  pe t i t  mor t ie r  et  broy6 avec  du sable.  La  pa t e  ob tenue  
est  6puis6e pa r  IO ml  de t a m p o n  de p h o s p h a t e  de p o t a s s i u m  o.o2 M de p H  7.o et  le l iquide es t  een- 
t r i fug6 15 m i n u t e s  ~, xo,ooo g. Tou te s  cos op6ra t ions  son t  effectu@es ~. 5 °. 

Le l iquide s u r n a g e a n t  cons t i tue  l ' ex t r a i t  dans  lequel  l ' ac t iv i t6  ca ta las ique  est  mesur6e.  
Mesure de l'activitd calalasique. M@thode de VON EULER ET JOSEPHSON 4. L'activit@ ca ta las ique  

es t  exprim@e selon ces a u t e u r s  (Ka ta lase  F~higkeit)  et  rappor t6e  au  poids  de prot6ines.  
Dosage des #rotki~tes. M@thode colorim@trique do LowRY e~ al, 5 pour  los OXlZ,6rienc~s d'oriont, at ion.  

M6thode  de Kje ldah l  pou r  les exp6riences de contr61e. 

R~SULTATS EXP~RIMENTAUX 

Formation de eatalase pendant l'a~ration 

L'activit6 catalasique des extraits d'une levure cultiv6e 2o ou 3o heures ~ 3 °0 en 
ana6robiose est  tr~s faible:  elle se si tue g6n@ralement en t re  o . I  et  0.3 unit@s yon  Euler .  

Bibliographic p. 400. 
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L'a6ration fait apparaitre rapidement une activit6 catalasique beaucoup plus 
61evge: les extraits de levure a6rfe pendant 4 
heures en milieu glucos6 peuvent titrer jusqu'~ 
IO unit6s. L'activit6 catalasique peut ~tre multi- 
pli6e en 4 heures par un facteur allant de 20 
90 selon les exp6riences. D'une fa~on g6n6rale, 
les cultures plus jeunes (20 h r@ondent mieux 
que les vieilles (30 h). 

La Fig. I repr6sente l 'activit6 d 'extrai ts  
de levure recueillie apr~s des temps d'a6ration 
diff6rents. Dans les conditions adopt6es, l 'ac- 
tivit6 s'accrolt pendant au mains IO heures 
avant  d 'at teindre un plateau; l 'activit6 s'accroit 
rapidement d~s le d6but, comme dans le cas de 
la formation induite du cytochrome c 1, 2 

Action de l 'hydroxylamine et de l'azoture sur 
l' activit~ catalasique des extraits 

L'activit~ catalasique induite est thermo- 
labile: ella est d6truite ~ IOO ° en mains de 3 
minutes. 

Afin de savoir si l 'enzyme responsable de la 
destruction de l 'eau oxyg6n6e dans les extraits 
est bien la catalase, nous avons 6tudi6 l 'aetion 
de deux inhibiteurs typiques de de la catalase, 
l 'hydroxylamine et l 'azoture de sodium sur 
cette activit6 d 'un extrait de levure a6r6e. 

o 

log concentration de I'inhlbiteur 

F i g .  2. I n h i b i t i o n  d e  l a  c a t a l a s e  p a r  d i v e r s e s  c o n c e n t r a -  
t i o n s  d ' h y d r o x y l a m i n e  e t  d ' a z o t u r e  d e  s o d i u m .  L ' a c t i v i t 6  
e s t  e x p r i m 6 e  e n  p o u r c e n t s  d e  l ' a c t i v i t 6  d e  l ' e n z y m e  e n  
l ' a b s e n c e  d ' i n h i b i t e u r .  + : h y d r o x y l a m i n e ;  O :  a z o t u r e  
d e  s o d i u m .  C o u r b e s  c a l c u l 6 e s  p o u r  les  v a l e u r s  2 .8 .  lO .7  
e t  i . i .  i o  - e  d e  l a  c o n s t a n t e  d e  d i s s o c i a t i o n  a p p a r e n t e .  
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F i g .  I .  F o r m a t i o n  d e  c a t a l a s e  a u  c o u r s  
d e  l ' a 6 r a t i o n  d ' u n e  l e v u r e  c u l t i v f e  e n  
a n a 6 r o b i o s e .  A c t i v i t 6  c a t a l a s i q u e  d e s  
e x t r a i t s  e n  f o n c t i o n  d e  l a  d u r 6 e  d ' a 6 r a t i o n  
d e  l a  l e v u r e  e n  m i l i e u  g l u c o s 6  e x e m p t  

d ' a z o t e  a s s i m i l a b l e .  

La figure 2 dans laquelle les 
r6sultats de cette 6tude ant 6t6 
rassembl6s mantra  qua l 'activit6 
catalasique est r6duite de moiti6 par 
l 'hydroxylamine 2.8. lO -7 M ou par 
l 'azoture I . I - IO  -6 M et qu'elle est 
compl~tement abolie lorsque la 
concentration de ces agents atteint 
1 0  - 4  M .  

BROWN 6, qui a purifi6 la cata- 
lase de la levure et 6tudi6 certaines 
de ses proprift6s avait  6galement 
observfi la demi-inhibition de l'en- 
zyme par l 'azoture de sodium 
une concentration voisine de 
1 .4 . Io -6M.  Nous pouvons done 
supposer que l 'enzyme dent nous 
6tudions la formation induite n'est 
autre que la catalase d6crite par 
B R O W N  e . 
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Notons toutefois que le chlorodinitroph6nol, qui inhibe la catalase du foie 7, est sans 
action sur l'activitd que nous 6tudions. 

Action de la ph~nylalanine et de la p-fluorophdnylalanine sur la /ormation induite de la 
catalase 

Afin d'6tablir si la formation induite de catalase repose sur une synth~se de prot6ines, 
nous avons 6tudi6 l'effet de la p-fluoroph6nylalanine. Des exp6riences dont les r6sultats 
sont rassembl6s dans le Tableau I, il ressort que la DL-p-fluoroph6nylalanine inhibe 
fortement la formation induite de catalase. On remarquera que cette inhibition n'est 
lev6e par la ph6nylalanine que si le milieu contient une source d'azote utilisable par la 
levure. Dams le milieu glucos6 sans source d'azote, la L-ph6nylalanine bien loin de lever 
l'inhibition caus6e par la fluoroph6nylalanine, entrave elle-m6me la formation de 
l 'enzyme; l'inhibition se manifest e d6j k pour une concentration de I o-3 M de l a L-ph6nyl- 
alanine. 

T A B L E A U  I 

Catalase induite ( % )  

Mi l i eu  s a m  sels d 'ammonium Mi l i eu  complet 

1:o -~ M z. 5 • zo -3  M 5 "zo-S M z. 5 • zo - s  M 

Sans a d d i t i o n  ioo  ioo  ioo  ioo  
+ DL-p-f luoroph6nylalanine 14 22 15 68 
+ DL-p-f luorophdnylalanine 

et  z -ph6ny la lan ine  13 17 55 122 
+ L-ph~nyla lanine  15 43 116 148 

A6ra t ion :  4 heures  ~ 3 o'J 
Les chiffres en t6te  des colonnes i n d i q u e n t  la concen t r a t ion  finale de l ' i sombre 1 de chacun  

des acides  amin6s  pr6sents  dans  le mil ieu d 'a6ra t ion .  La  concen t r a t ion  en f luorophdny la lan ine  
racdmique  est  donc le double  du chiffre indiqu6.  

I1 apparait en tous cas que la fluoroph6nylalanine, qui emp~che l'utilisation des 
acides amin6s pour la synthSse des prot6ines chez la levure s inhibe la formation induite 
de la catalase et que, dams certaines conditions, cette inhibition peut ~tre lev6e par la 
L-ph6nylalanine. I1 est donc tr~s probable que la formation induite de catalase repose 
sur une synth~se de prot6ine k partir des acides amin6s fibres. 

Le m6camisme de l'inhibition par la z-ph6nylalamine en l'absence de source d'azote 
utilisable par la levure est ~ l'6tude en ce moment; il fera l 'objet d'une publication 
ult6rieure. 

Formation induite de catalase dans le mutant petite colonie 

EPHROSSI ET SLOI'~IMSKI 1, 2, 8 out montr6 que le mutant  "petite colonie" est incapable 
de former une s6rie d'enzymes respiratoires qui se rencontrent dams les extraits de 
levure normale ell association avec des particules s6dimentables darts une centrifugeuse 
rapide. Le mutant  conserve all contraire la capacit6 de former les enzymes solubles. 

Les r6sultats que nous avons obtenus pour la catalase concordent parfaitement avec 
cette r~gle: la catalase, qui est en solution darts les extraits de levure 9, se forme en effet 
aussi bien darts le mutant  que dans la levure normale. (Activit6: au temps z6ro o.17; 
apr~s 6 h. d'a6ration: 3.41). La catalase du mutant  manifeste la m~me sensibilit6 vis 
vis de l 'hydroxylamine et de l 'azoture que ceUe des levures normales. 

B i b l i o g r a p h i e  p .  4 o o .  
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DISCUSSION ET CONCLUSIONS 

I] convient d'ajouter la cata]ase k ]a ]iste des enzymes qui se forment dans ]a ]evure 
sous l'effet de l'a6ration I, 2, 3 

Ii est peu probable que la catalase soit induite directement par l'oxyg6ne; l'induc- 
teur r6el est sans doute l'eau oxyg6n6e qui se forme dans les cellules raises au contact de 
l,airl0, n. CHANCEl2 a ell effet pu observer in vivo ]a formation du complexe catalase-eau 
oxyg6n6e chez M. lysoddkticus en milieu a6r6, et sa disparition lorsque l'oxyg6ne du 
milieu est 6puis6; le m6me auteur a pu d6terminer en outre la concentration de l'eau 
oxyg6n6e k l'6tat de r6gime dans ces microbes maintenus en milieu bien a6r6. II est 
6tab]i d'autre part que de l'eau oxyg6n6e ajout6e au milieu de culture peut induire la 
formation de cata]ase chez Aspergillus niger 1~ et chez certaines algues vertes 14,15 Nous 
pouvons donc supposer que dans nos exp6riences d'a6ration l'indueteur direct de la 
catalase est son substrat, ]'eau oxyg6n6e, qui se forme par ]a r6action de l'oxyg6ne de 
Pair avec les syst6mes r6ducteurs de la cellule. 

Si ce ph6nom6ne d'induction de la catalase est g6n6ral, il permet de mieux com- 
prendre la pr6sence de cataIase dans presque toutes les cellules a6robies. 

Nous remercions vivement M. EPHRUSSI, qui nous a tr6s aimablement donn6 une 
souche du mutant petite colonie. 

R~.SUM£ 
La levure de boulangerie cultivde en anadrobiose ne contient  que tr~s peu de catalase; cet 

enzyme se forme au cours de l 'a~ration de la levure. 
La p-fluoro-ph6nylalanine inhibe for tement  la format ion induite de catalase. 
L 'oxyg~ne induit  la formation de catalase chez le m u t a n t  "pet i te  colonie" comme chez la levure 

normale.  

SUMMARY 

When  grown anaerobically,  baker ' s  yeast  is found to contain very little catalase, b u t  this 
enzyme forms when the yeas t  is aerated.  

The induced format ion of eatalase is inhibited by  p-fluorophenylalanine.  
Oxygen induces catalase formation in the "pe t i t e"  m u t a n t  as well as in the normal  strain. 

Z U SA MME N FA SSU NG 

Anaerob kult ivierte B~ickerhefe enth~lt  nur  sehr wenig Katalase,  doch bildet sich dieses Enzym 
bei Beliiftung der Here. 

Solche induzierte Katalase-Bi ldung wird s tark  durch p-l~luoro-phenylalanin gehemmt.  
Sauerstoff fiihrt ebenso zur Bildung yon 1Katalase bei der Mutante  "kleine Kolonie" wie bei 

der normalen  Here. 
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