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FORMATION DE CATALASE INDUITE PAR L'OXYGENE
CHEZ LA LEVURE

par

H. CHANTRENNE et C. COURTOIS

Laboratoire de chimie biologique de la Faculté des Sciences,
Université libve de Bruxelles (Belgique)

Les recherches d’EpHRUSSI et de SLoNIMSKI!» %3 ont établi clairement que la forma-
tion des cytochromes, de la cytochrome oxydase, de plusieurs déshydrogénases et d’une
cytochrome réductase est induite par I’oxygéne chez la levure de boulangerie.

Les expériences que nous rapportons ci-dessous montrent qu’il en est de méme
pour la catalase.

MATERIEL ET METHODES

Levure. Saccharomyces cerevisiae isolée d’une levure de boulangerie commerciale (Levure
Royale, Nederlandse Gistfabriek).

Culture. En milieu liquide contenant, par litre, 50 g de glucose, 1.43 g de sulfate de magnésium,
0.53 g de chlorure de sodium, 1.0 g de phosphate monopotassique 1.2 g de sulfate d’ammonium,
1 ml d'une solution & 0.5 9%, de chlorure ferrique et 20 ml d’eau de levure.

Pour la culture des levure en anaérobiose, un litre de milieu est ensemencé avec 5 ml d’une
culture de 24 heures; le ballon est rempli jusqu’en haut du col et fermé par un petit couvercle de
verre; il est mis 4 incuber 24 heures a4 28-30°.

Aération. La levure est récoltée, lavée trois fois avec de ’eau distillée, et remise en suspension
dans une solution contenant, par litre, 40 g de glucose, 0.2 g de sulfate de magnésium et 0.45 g de
phosphate monopotassique. La concentration en levure de la suspension est déterminée par mesure
de son opacité, et ajustée a 2.5 & 3 mg par ml. Cette suspension est ensuite répartie en portions
de 30 ml dans des boites de Roux d’un litre qu’on dispose horizontalement sur un plateau animé
d’un mouvement pendulaire (une oscillation par seconde, de 5 cm d’amplitude) dans une étuve
a 28-30°.

Préparation des exiraits. La levure, recueillie par centrifugation, est lavée deux fois avec de
Peau distillée; le culot est transféré dans un petit mortier et broyé avec du sable. La pate obtenue
est épuisée par 10 ml de tampon de phosphate de potassium o0.02 M de pH 7.0 et le liquide est cen-
trifugé 15 minutes & 10,000 g. Toutes ces opérations sont effectuées a 5°.

Le liquide surnageant constitue I’extrait dans lequel I'activité catalasique est mesurée.

Mesure de I’activité catalasiqgue. Méthode de VoN EULER ET JosEPHsON?! L’activité catalasique
est exprimée selon ces auteurs (Katalase Fahigkeit) et rapportée au poids de protéines.

Dosage des protéines. Méthode colorimétrique de LowRY ¢# 4l.5 pour les expériences d’orientation.
Méthode de Kjeldahl pour les expériences de controle.

RESULTATS EXPERIMENTAUX

Formation de catalase pendant Uaération

L’activité catalasique des extraits d'une levure cultivée 20 ou 30 heures & 30° en
anaérobiose est trés faible: elle se situe généralement entre 0.1 et 0.3 unités von Euler.
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L’aération fait apparaitre rapidement une activité catalasique beaucoup plus

élevée: les extraits de levure aérée pendant 4
heures en milieu glucosé peuvent titrer jusqu’a
10 unités. L activité catalasique peut étre multi-
pliée en 4 heures par un facteur allant de 20 a
9o selon les expériences. D'une fagon générale,
les cultures plus jeunes (20 h répondent mieux
que les vieilles (30 h).

La Fig. 1 représente lactivité d’extraits
de levure recueillie aprés des temps d’aération
différents. Dans les conditions adoptées, I'ac-
tivité s’accroit pendant au moins 10 heures
avant d’atteindre un plateau; l'activité s’accroit
rapidement dés le début, comme dans le cas de
la formation induite du cytochrome ¢*-2.

Action de Dhydroxylamine et de Uazoture sur
Dactivité catalasique des extraits

L’activité catalasique induite est thermo-
labile: elle est détruite & 100° en moins de 3
minutes.

Afin de savoir si ’'enzyme responsable de la
destruction de I’eau oxygénée dans les extraits
est bien la catalase, nous avons étudié ’action
de deux inhibiteurs typiques de de la catalase,
Ihydroxylamine et VPazoture de sodium sur
cette activité d’un extrait de levure aérée.
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Fig. 2. Inhibition de la catalase par diverses concentra-
tions d’hydroxylamine et d’azoture de sodium. L’activité
est exprimée en pourcents de l'activité de I'’enzyme en
I’absence d’inhibiteur. + : hydroxylamine; O: azoture
de sodium. Courbes calculées pour les valeurs 2.8 1077
et 1.1-107% de la constante de dissociation apparente.
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Fig. 1. Formation de catalase au cours

de l'aération d’'une levure cultivée en

anaérobiose. Activité catalasique des

extraits en fonction de la durée d’aération

de la levure en milieun glucosé exempt
d’azote assimilable.

La figure 2 dans laquelle les
résultats de cette étude ont été
rassemblés montre que l'activité
catalasique est réduite de moitié par
I'hydroxylamine 2.8-1077 M ou par
Pazoture 1.1-107% M et qu’elle est
complétement abolie lorsque la
concentration de ces agents atteint
1074 M.

Brown®, qui a purifié la cata-
lase de la levure et étudié certaines
de ses propriétés avait également
observé la demi-inhibition de ’en-
zyme par l'azoture de sodium a
une concentration voisine de
1.4-1078 M. Nous pouvons donc
supposer que l’enzyme dont nous
étudions la formation induite n’est
autre que la catalase décrite par
Brown®.
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Notons toutefois que le chlorodinitrophénol, qui inhibe la catalase du foie?, est sans
action sur l'activité que nous étudions.

Action de la phénylalanine et de la p-fluovophénylalanine sur la formation induite de la
catalase

Afin d’établir si la formation induite de catalase repose sur une synthése de protéines,
nous avons étudié l'effet de la p-fluorophénylalanine. Des expériences dont les résultats
sont rassemblés dans le Tableau I, il ressort que la DL-p-fluorophénylalanine inhibe
fortement la formation induite de catalase. On remarquera que cette inhibition n’est
levée par la phénylalanine que si le milieu contient une source d’azote utilisable par la
levure. Dans le milieu glucosé sans source d’azote, la L-phénylalanine bien loin de lever
Iinhibition causée par la fluorophénylalanine, entrave elle-méme la formation de
Penzyme; I'inhibition se manifeste déja pour une concentration de 1072 3 de la L-phényl-
alanine.

TABLEAU I

Catalase induite (%)

Miliew sans sels d’ammonium Miliew complet
oM r.5107*M 5-103% M r.5-10—*M
Sans addition 100 100 100 100
+ pL-p-fluorophénylalanine 14 22 15 68
+ prL-p-fluorophénylalanine
et L-phénylalanine 13 17 55 122
+ L-phénylalanine 15 43 116 148

Aération: 4 heures & 30°.

Les chiffres en téte des colonnes indiquent la concentration finale de l'isomére 1 de chacun
des acides aminés présents dans le milieu d’aération. La concentration en fluorophénylalanine
racémique est donc le double du chiffre indiqué.

Il apparait en tous cas que la fluorophénylalanine, qui empéche 'utilisation des
acides aminés pour la synthése des protéines chez la levure® inhibe la formation induite
de la catalase et que, dans certaines conditions, cette inhibition peut étre levée par la
L-phénylalanine. Il est donc trés probable que la formation induite de catalase repose
sur une synthése de protéine a partir des acides aminés libres.

Le mécanisme de P'inhibition par la L-phénylalanine en ’absence de source d’azote
utilisable par la levure est & ’étude en ce moment; il fera I'objet d*une publication
ultérieure.

Formation induite de catalase dans le mutant petite colonie

EPHRUSSI ET SLONIMSKIY 2,3 ont montré que le mutant “petite colonie’ est incapable
de former une série d’enzymes respiratoires qui se rencontrent dans les extraits de
levure normale en association avec des particules sédimentables dans une centrifugeuse
rapide. Le mutant conserve au contraire la capacité de former les enzymes solubles.

Les résultats que nous avons obtenus pour la catalase concordent parfaitement avec
cette régle: la catalase, qui est en solution dans les extraits de levure?, se forme en effet
aussi bien dans le mutant que dans la levure normale. (Activité: au temps zéro 0.17;
aprés 6 h. d’aération: 3.41). La catalase du mutant manifeste la méme sensibilité vis a
vis de I’hydroxylamine et de I’azoture que celle des levures normales.

Bibliographie p. 400.
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DISCUSSION ET CONCLUSIONS

11 convient d’ajouter la catalase a la liste des enzymes qui se forment dans la levure
sous Deffet de I’aération?» 23,

1l est peu probable que la catalase soit induite directement par ’oxygéne; Pinduc-
teur réel est sans doute ’eau oxygénée qui se forme dans les cellules mises au contact de
1’air%, 11, CHANCE!? a en effet pu observer in vivo la formation du complexe catalase-eau
oxygénée chez M. lysodeitkticus en milieu aéré, et sa disparition lorsque I’oxygéne du
milieu est épuisé; le méme auteur a pu déterminer en outre la concentration de I’eau
oxygénée a l'état de régime dans ces microbes maintenus en milieu bien aéré. Il est
établi d’autre part que de I'eau oxygénée ajoutée au milieu de culture peut induire la
formation de catalase chez Aspergillus niger'® et chez certaines algues vertes'* 15, Nous
pouvons donc supposer que dans nos expériences d’aération I'inducteur direct de la
catalase est son substrat, I’eau oxygénée, qui se forme par la réaction de I'oxygéne de
lair avec les systéemes réducteurs de la cellule.

Si ce phénoméne d’induction de la catalase est général, il permet de mieux com-
prendre la présence de catalase dans presque toutes les cellules aérobies.

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

RESUME

La levure de boulangerie cultivée en anaérobiose ne contient que trés peu de catalase; cet
enzyme se forme au cours de 'aération de la levure.

La p-fluoro-phénylalanine inhibe fortement la formation induite de catalase.

L’oxygéne induit la formation de catalase chez le mutant “‘petite colonie’” comme chez la levure
normale,

SUMMARY

When grown anaerobically, baker’s yeast is found to contain very little catalase, but this
enzyme forms when the yeast is aerated.

The induced formation of catalase is inhibited by p-fluorophenylalanine.

Oxygen induces catalase formation in the “petite’”’ mutant as well as in the normal strain.

ZUSAMMENFASSUNG

Anaerob kultivierte Bickerhefe enthilt nur sehr wenig Katalase, doch bildet sich dieses Enzym
bei Beliiftung der Hefe.

Solche induzierte Katalase-Bildung wird stark durch p-Fluoro-phenylalanin gehemmt.

Sauerstoff fithrt ebenso zur Bildung von Katalase bei der Mutante ‘‘kleine Kolonie” wie bei
der normalen Hefe.
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