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L ' O X Y D A T I O N  D E  L ' A C I D E  P Y R U V I Q U E  C H E Z  L A  L E V U R E  

A. ALVAREZ*, E. VANDERWINKEL ET J. M. \VIAME 

Service de Rechevches du "Centre d'Enseignement el de Recherches des Industries Alimentaires" 
(C.E .R . I .A  .), Bruxelles, el Laboraloire de Microbiologie de l" Univevsitd Libre de Bruxelles (Belgique) 

INTRODUCTION 

Si l'on r6unit l'ensemble des donn~es enzymatiques connues actuellement chez la 
levure (Saccharomyces cerevisiae), on peut penser que l'acide pyruvique est oxyd6 par 
la suite des r6act ions:  

ac. pyruvique -+ acdtalddhyde -+ ac. ac6tique -+ acdtyl-coenzyme A -+ 
-+ cycle des acides tricarboxyliques. 

On connal t ,  en effet, chez cet organisme les enzymes  e a t a ly sa n t  les 4 r6actions de cet te  
chaine r6act ionel le:  ac. py ruv ique  d6carboxylase  1, 2, ac6ta ld6hyde  deshydrog6nase  3, i, 
ac( ' ty l -CoA-kinase  s,6 et enzyme de condensa t ion  7. 

L'intensit(" de la f e rmenta t ion  alcoolique,  carac t6r is t ique  de la levure, sugg~'re 
6galement  eet te  vole m6tabol ique.  D ' a u t r e  par t ,  LEMOIGNE et coll. s ont  montr6 que 
l 'alcool s ' accumule  pendan t  la croissance sur glucose, m6me dans  des condi t ions  
d ' oxyg&la t i on  bien assurdes. 

S i c e s  a rgumen t s  sont  en faveur  du chemin v ia  l ' ac6 ta te  libre, il y a cependan t  
quehlues indica t ions  indirectes  suggdrant  l ' exis tence d 'une  vole m6tabol ique  oxyda-  
t i re ,  ne eomprenan t  par  l ' ac6 ta te  libre. 

E\TON ET KLFAN 9 observent  que les cellules jeunes d 'une  souche de S.  cerevis iae 

sont  capables  & o x y d e r  plus vi te  le glucose que l 'ac6tate .  D ' a u t r e  par t ,  LINNANE 1° 
a isold de la levure un sysff 'me capable  d ' o x y d e r  le p y r u v a t e  dans  des condi t ions  
oil l ' a c ( t a t e  ne l 'est  pas. 

Des t r avaux  concernant  le mdtabo l i sme  d 'une  levure  tr~'s par t icul idre ,  du genre 
I~rc l lmmmvces  (B .  bruxellct~sis),  ind iquent  aussi  que les chemins d ' o x y d a t i o n  du ghlcose 
et de l ' ac6 ta te  ne sont pas compris  enti~'rement dans  une m6me vole mdtabol ique  u. 
On observe,  chez cet te  levure, que la croissance sur un mil ieu glucos6 p rodu i t  des 
organismes  pauvres  en acdto-CoA-kinase  et que eeux-ci  oxyde n t  tr[-s l en temen t  l 'acd- 
tate.  La vitesse d ' o x y d a t i o n  de l ' acd ta te  et l ' ac t iv i t6  ldnas ique  peuven t  6tre for tement  
accrues par  croissance sur 6thanol  ou acide ac6tique. En app l iquan t  h cet te  levure le 
pr incipe de l ' a d a p t a t i o n  simultanC'c (s(quentielle) '2, il semble que l 'on ne puisse iden- 
tifier le m( ' tabol ismc de l 'aci(lc ac ( t iquc  h u n  f ragment  contenu in tdgra lement  ni dans  
le m(, tabol ismc du glucose, ni dans  o ' lu i  tit" l 'ac idc pyruviqu,,>. 

E t a n t  donn(  l ' impor tancc  des t r a v a u x  concernant  le n%tabol isme gcn('ral tit' la 
levure,  nous avons cru bon dc rcl>rcndre lc mt'~'tal)olisme du pyruva te ,  en ( ' tant  guid6s 

.\drcssc actuellc: lnstituto dc lnx-cstigaci~mcs de ('icncias l¢iol6gicas, Montcxidco, l r  g ty. 
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par les travaux de ces quelques derniares ann6es, rdalis6s sur tissus animaux la, ~ et 
bact6riesiS-~E 

Dans ces cas, on a en effet d6montr6 l'existence de plusieurs m6canismes d'oxyda- 
tion de l'acide pyruvique qui ne passent pas par le stade acide ac6tique libre. 

On pourrait donc supposer que le syst~me de d6carboxylation oxydative est 
6galement present chez la levure TM. L'oxydation directe de l'ac6tald6hyde en ac6tyl- 
coenzyme A, qui ne Iut observ~e jusqu'k present que chez Esc~erichia coli TM et 
Clostridium Kluyveri ~°, constitue encore une autre possibilit& 

MATI~RIEL ET MI~THODES 
i .  Microorganismes 

Un g rand  nombre  d 'essa i s  ont  ~t6 effectu6s avec  de la levure  de bou lange r i e  commerc ia le  
(Levure  Royale ,  Bruges) ,  ob t e nue  r6gu l i~rement  apr~s un m a x i m u m  de t ro is  jours  apr~s sa  
fabr ica t ion .  

Lorsque  les cu l tu res  on t  6td r6alis6es au labora to i re ,  elles ont  dr6 faites,  soi t  avec  ce t te  m6iiie 
levure  isoMe en cu l tu re  pure,  so i t  a v e c l a  levure  " Y e a s t  F o a m "  issue du l abora to i r e  du Dr. LINDE- 
GREN, OU encore avec  un  m u t a n t  " p e t i t e  colonie"  de ce t t e  derni~re,  p r o v e n a n t  du l abora to i re  du 
Prof. EPHRUSS135.. 

2. Cultures 

Le mi l ieu  de cu l tu re  es t  le s u i v a n t :  
K H 2 P O  4 2 .1o  - 2 M ;  CaC12 io  a M ;  c i t r a t e  de fer lO - 4 M ;  M n S O 4 . H 2 0  5 .1o  5 M ;  E x t r a i t  de 
levure  (Yeas t  E x t r a c t  Difco) 3.5 g/ l ;  (NH4)2SO 4 2. to  -~ M ;  MgSO 4. 7H~O lO -3 M;  ZnSO 4. 7HzO 
10 -4 M ;  CuSO4.H~O 5" Io-S M ;  glucose 3 ° g/1. 

La  cu l tu re  ana6rob ique  es t  r6alis6e ~ 3 o°, dans  un flacon de 1o 1 r emp l i  de ce milieu,  e t  
ensemenc6e pa r  une  cu l tu re  de 25 ° m l .  Un passage  d ' azo te  p e n d a n t  les p remie res  heures  de cu l tu re  
61imine Fa i r  r e s t a n t ;  une soupape  de Bunsen  empSche t o u t e  ren t r6e  d 'a i r .  Les  cellules sont  con- 
s t a m m e n t  m a i n t e n u e s  en suspens ion  dans  le mi l i eu  pa r  a g i t a t i o n  magn6t ique .  Nous  r6coltons 
e n v i r o n  55 g de levure,  po ids  humide ,  apr~s 2o h p o u r  30o g de glucose. 

3. Preparat ions de/ract ions  

3 ° g de l evure  sont  broy6s au mor t i e r  avec  7 ° g de cor indon p e n d a n t  5 min.  Ce b r o y a t  est  
repr i s  dans  3 ° ml  d ' une  so lu t ion  de lac tose  0.5 M, t a m p o n n d e  pa r  du p h o s p h a t e  de p o t a s s i u m  o.i  M 

p H  7-3- Une cen t r i fuga t ion  d 'une  m i n u t e  g 5,ooo g 61imine le cor indon  et  une g rande  pa r t i e  
des cellules enti~res.  Le s u r n a g e a n t  es t  cent r i fug6 p e n d a n t  IO mi n  X io ,ooo g; Ie culot  con t i en t  des 
cellules enti~res e t  les parois  cellulaires.  

L ' e x t r a i t  e x e m p t  de cellules es t  tr~s r iche en pa r t i c l e s  (granules) v is ib les  au microscope 
con t r a s t e  de phase.  Cet e x t r a i t  " t o t a l "  a 6t6 employ6  lors du dosage  d ' a c t i v i t 6  des d iverses  frac- 
t ions  p ro t6 iques  chez la levure  de boulanger ie .  

La  cen t r i fuga t ion  de cet  e x t r a i t  ~ 14o,ooo g, p e n d a n t  3 ° min, donne  un s u r n a g e a n t  l impide  S 
et  un culot.  Celui-ci est  remis  en suspens ion  dans  la m6me so lu t ion  de lac tose  t amponn6¢  et est  
centrifugal ~ nouveau.  

Le s u r g n a g e a n t  S et  le culot  de g ranu les  lav6s G remis  en suspens ion  ont  servi  tels  quels  
des t e s t s  qua l i t a t i f s ,  et, aprbs p rdc ip i t a t i on  au su l fa te  d ' a m m o n i u m ,  aux  t e s t s  quan t i t a t i f s .  

Toutes  les ope ra t ions  se font/~ une t e m p d r a t u r e  inf6r ieure  ~ 4 °. 

4. Preparation des enzymes 
Les ex t ra i t s ,  s u r n a g e a n t  ou g lanu les ,  sont  di lu6s g 4 ° ml  par  de l ' eau  bidist i l l6e.  On y a jou te  

t mg  de g l u t a t h i o n  et  2 mg de r ibonucl6ase.  Les p r 6 p a r a t i o n s  son t  m a i n t e n u e s  i h ~ t e m p 6 r a t u r e  
ordinai re .  On proc6de, ensui te ,  a ux  p r6c ip i t a t ions  au su l fa te  d ' a m m o n i u m ,  en chambre  froide. Les 
prdcipi t6s  sont  dissous et, au besoin,  diluds s u i v a n t  l a  nScessit~ des r6su l t a t s  de c indt ique  enzy-  
ma t ique ,  dans  du t a m p o n  o. I M a ux  p h o s p h a t e s  de K g pH 7,3 c o n t e n a n t  o. i m g / m l  de g lu ta th ion .  

5. Dosage de l'ae~tyl CoA 

I1 a 6t6 effectu6 s u i v a n t  TABOR 21. L ' acd ty l  CoA form~ es t  capt6  pa r  ac6 ty l a t i on  e n z y m a t i q u e  
de la pa ran i t roan i l i ne ,  don t  le spec t re  d ' a b s o rp t i on  est  modifi6. 

* Ce m u t a n t  nous a 6t6 donn6 pa r  le Prof. H. CHANTRENNE, et  a ~t6 tes t~ en cu l tures  en bol tes  
de P6tr i  sur un mil ieu  c o n t e n a n t  glucose (I°/00), ac6 ta te  (~ %), e x t r a i t  de ]evure 1)ifco (0. 5 %), o~ 
il donne des colonies minusct l]es  compardes  a ux  colonies normales  p rodu i t e s  pa r  la levure Veas t  
F o a m  originale.  

Bibliographie p. 340/34 ~. 
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L'enzyme d 'ac6tylat ion est pr6par6 suivant  cet auteur;  son activit6 a 6t6 contr6Me err 
uti l isant l 'oxydase pyruvique de coeur de porc, et l 'ac6to-CoA-kinase de levure obtenue suivant  
JOKES et coll. 22 en se l imi tant  ~. la seconde pr6cipitation au sulfate d 'ammonium.  

Dans nos conditions de travail ,  la longueur d 'onde off la diff6rence entre  les coefficients 
d 'absorpt ion molaire de la p-nitroanil ine et de la p-nitroac6tanilide est maximum, est 390 m/z; 
les mesures ont  6t6 effectu~es tL cette longueur d'onde. 

6. Ddfinition de l'unitd d'enzyme 
Nous prenons comme unit6 d'enzyme, la quanti t6 d 'enzyme qui cause un changement  de 

densit6 optique, dfi /~ la p-nitroaniline, ~. 390 m/z, de o.I en IOO sec, dans les conditions de t ravai l  
signal6es plus loin (rapport6 ~ i ml et  pour un t ra je t  optique de I cm). 

Cette chute de densit6 optique correspond A la consommation de 7.2" IO -3 /~mol. de p-nitro- 
aniline par  ml. 

7. Dosages divers 
Le dosage des prot6ines est fair par  la m6thode du biuret ;  celui de l 'ac6toine sulvant  

WESTERFELI) 23. 

8. Produits et firmes 
Pyruva te  de Na . . . . . . . . . . . . . . .  E. Merck 
Ac6tald6hyde . . . . . . . . . . . . . . . .  E. Merck (redistill6e) 
Paranitroanil ine . . . . . . . . . . . . . . .  " E. Merck 
Diphosphopyridine nucldotide (DPN) . . . . . .  C .F .  Boehringer & Soehne G.m.b.H. 
Cocarboxylase (TPP) . . . . . . . . . . . .  Schwarz Laboratories 
Coenzyme A (CoA) . . . . . . . . . . . . . .  Pabs t  Laboratories 
Glutathion (GSH) . . . . . . . . . . . . . .  S.A.F. Hoffmann - La Roche Co. Ltd. 
Ac~tyl m6thyl  carbinol . . . . . . . . . . . .  L. Light & Co. Ltd. 
2,3-dimercaptopropanol (BAL) . . . . . . . .  Fluka 
Corindon No. 8o mesh/pouce . . . . . . . . .  Carborundum Co. 

RI~SULTATS 

I. Dosage de l'activit~ de l 'oxydase pyruvique dans diverses /ractions 
prot~iques de la levure de boulangerie 

P o u r  ce t  essai ,  n o u s  e m p l o y o n s  l ' e x t r a i t  " t o t a l "  ( m 6 t h o d e  3). Cet  e x t r a i t ,  d i lu6  k 4 ° ml ,  

e s t  t r a i t 6  c o m m e  s u i t :  

port6 ~ 20 % sat .  en  ( N H 4 ) z S O  4 

pr6cipit6 61imin6 surnageant  amen6 tL 75 % sat. 

pr6cipit6 (X) surnageant  61imin6 

Le  p r~c ip i t 6  (X) ,  d i s s ous  d a n s  d u  t a m p o n  a u x  p h o s p h a t e s  de  K "t p H  7.3 con-  

t e n a n t  o . i  m g  G S H / m l ,  n o u s  d o n n a i t  u n  t e s t  pos i t i f  d ' o x y d a s e  p y r u v i q u e .  A p r ~ s  

u n  t r a i t e m e n t  ~ l a  r i b o n u c l 6 a s e  ( m 6 t h o d e  4), il es t  f r a c t i o n n 6  s u i v a n t  HAGER ET 
GUNSALUS 24 : 

de  o ~ 36 % de  s a t u r a t i o n  en  s u l f a t e  d ' a m m o n i u m  

de  3 6 k  4 8 %  (A) 

de  4 8 ~ 60 % 
de  60 ~ i o o  % (B) 

Ces d i v e r s e s  f r a c t i o n s  s o n t  t e s t 6 e s  e t  dos6es  e n  la  p r6sence ,  r e c o n n u e  f a v o r a b l e  

( T a b l e a u  I) ,  d ' u n e  q u a n t i t 6  d 6 t e r m i n 6 e  (o . I  m g  p ro t . )  de  la  de rn i~ re  f r a c t i o n  (B),  q u i  
c o n t i e n d r a i t ,  s u i v a n t  les  a u t e u r s  pr6cit6s24, 25, la  d 6 s h y d r o g g n a s e  l i po ique .  D ' a u t r e  

p a r t ,  des  essa i s  s o n t  e f i e c tu6s  s a n s  p y r u v a t e ,  s a n s  CoA e t  s a n s  D P N .  L ' e n z y m e  d ' a c 6 t y -  

l a t i o n  seul ,  a v e c  c o f a c t e u r s  e t  s u b s t r a t ,  n e  d o n n e  p a s  de  f o r m a t i o n  d ' a c 6 t y l  CoA. 

Bibliographie p. 34o[341. 
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T A B L E A U  1 

ACTIVITIES DE L'OXYDASE PYRUVIQUE AU COURS D'UN FRACTIONNEMENT 

I.es m e s u r e s  s o n t  e f fec tu6es ,  en  c u v e t t e s  de  i c m  de  l o n g u e u r  e t  o. 3 c m  de  l a r g e u r ,  au  s p e c t r o p h o t o -  
m b t r e  B e c k m a n  D. U.,  g la  l o n g u e u r  d ' o n d e  de  39o raft. Ee  s y s t 6 m e  c o m p l e t  c o n t i e n t :  T a m p o n  
a u x  p h o s p h a t e s  de  K p H  7.3, o . I  m l  (lOO t tmo l . ) ;  MgC12, o . o i  ml ,  (2 /~mol . ) ;  CoA, o.o 5 m l  (o . i  
/~mol.) ; D P N ,  o.o 5 m l  (o. 4 /~mol.) ; G S H ,  o.o 5 ln l  (lO / ,mol . )  ; T P P ,  0.02 ml  (o .2 /~mol . ) ;  P y r u v a t e  
de  Na,  o.o 5 m l  (5 # m o l . ) ;  p - n i t r o a n i l i n e ,  o.o 5 m l  (o.o 5 / ,mol . ) ;  E n z y m e  d ' a c 6 t y l a t i o n ,  o.15 m l  

( i . i  m g  de  p r o t 6 i n e ) ;  F r a c t i o n  (B), o .oe m l  (o. i  m g  p ro t . ) .  

Fraction Quantitd en Vitesse A ctivit# 
% satur. A dditions zld.o, unitds/mg 
S. A tom.  ml  mg prot. At  se--c-. × l°s prot. 

36 ~t 4 8 % (A) 

o 5~ ~6 o/ o - / o  

48 & 0o % 
60 & l o o %  (B) 

0.02 0.030 c o m p l e t  0 .20 400 
0.04 0.060 c o m p l e t  0.40 
0.04 o .o60 s a n s  f rac t .  B o.36 
o.o 4 o.o6o s a n s  p y r u v a t e  o .oo 
o.o 4 0 .060 s a n s  CoA o.14 
o.o 4 0 .06o s a n s  D P N  0.o6 
0.02 0 .036 c o m p l e t  o.14 222 
0 .06  o. lO8 c o m p l e t  0.40 
0.08 0.240 c o m p l e t  o o 
o.o2 o. lOO c o m p l e t  o o 

Vu ces r6sultats, nous utiliserons d6sormais la fraction prot6ique pr6cipitant entre 
20 et 75 % de saturation. Cette fraction contient suffisamment de la fraction (B) pour 
r6aliser des vitesses proportionnelles aux quantitds d'enzymes. (Voir la Fig. I.) 

2. Dosage de l'oxydase pyruvique dam la /raction soluble S et la /raetion 
granulaire G de la levure de boulangerie 

S e t  G sont dilu6s et trait6,s comme expos6 ci-dessus (voir m6thodes). 
Un premier pr6cipit6, faible, obtenu & 20 % de saturation, est 61imin6. On emploie 

la fraction prot6ique pr6cipitde entre 20 et 75 % de saturation en sulfate d 'ammonium ; 
elle contient la majorit6 des prot6ines des fractions. 

La Fig. I est un exemple des cin6tiques obtenues, permettant  l '6valuation de la 
teneur en enzyme d'une fraction. 

• 0.800 

~ 0.7oo 

o.6oo 

0 . 5 0 0  

~ O~o 

~~(o.23) 
5()0 I0~00 J 1500 

Temps en secondes 

t:ig. J. \ ' i t c s s e  de r d a c t i o n  en f o n c t i o n  des  q u a n t i t ( ' s  d ' e n z y m c ,  l .es  c o n d i t i o n s  e x p 6 r i n l e n t a l e s o n t  
6t6 d o n n d e s  en ldgende  du  T a b l e a u  I. • • o.o82 m g  de  p r o t d i n e s  (o.o 4 ml).  F r a c t i o n  G. V i t e s s e  
o. i O. O O O. I 24 m g  de  p r o t 6 i n e  (o.06 ml) .  F r a c t i o n  G. V i t e s s e  o. 16, X x o. 16.5 m g  de  p r o t 6 i n e s  

(0.08 ml) .  F r a c t i o n  G. V i t e s s e  0.23. 

13ibliographie p. 340]34 I. 
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Les %sul ta t s  sont  expr im6s dans  le Tab leau  I I .  

T A B L E A U  I I  

RIEPARTITION DE L'OXYDASE PYRUVIQUE 

C o n d i t i o n s  s e m b l a b l e s  5, celles d o n n d e s  au  T a b l e a u  I .  

Quantitd Activild 
Fraction Unitds /mg totale prot. 

prot. totale en mg 

S 1.3 232.5 295 
G 0.8 31 25 

3. Comparaison d~ la levure normale et d'un mutant "'petite colonie" 

Les fract ions sont  ob tenues  comme il a 6t6 d6crit  aux  m6thodes.  
Les r6sul ta ts  sont  donn6s clans le Tab leau  I I I .  

TABLEAU III  

R~PARTITION DE L'OXYDASE PYRUVIQUE CHEZ UNE LEVURE NORMALE ET SON MUTANT 

C o n d i t i o n s :  v o i r  T a b l e a u  I .  

Unitds /mg Quantitd Souche Fraction totale prot. A ctivitd 
Yeast Foam prot. totale en mg 

N o r m a l e  S 0.6 136 86 
N o r m a l e  G 2.9 16 57 
M u t a n t  S 0.5 I3 9  73 
M u t a n t  G i .5 25 39 

4. E~et de lYthanol et de l'ac~tald~hyde sur l'activit~ de l'oxvdase pyruvique 

Absence d'ac~taht~hyde d~shydrog~nase li~e au Coenzyme A 

a. Ethanol. En subs t i t uan t  5 t zmol. d '6 thanol  au py ruva te ,  nous n 'observons  
aucune  fo rmat ion  d 'ac~ty l  CoA, mais  une augmen ta t i on  rap ide  de la klensit6 op t ique  h 
34 ° mr* nous indique la pr6sence d 'a lcool  deshydrog6nase  dans  notre  pr6para t ion .  

L ' add i t i on  ul t6rieure de p y r u v a t e  (5p.mol.) k cet assai ne nous donne une forlna- 
t ion d 'ac6 ty l  CoA, it vitesse 6gale k celle de la r6action %moin,  qu 'en  pr6sence dhme 
quant i t6  2. 5 fois plus grande  de D P N  +. 

I . ' inh ib i t ion  s ' expl ique  done faci lement  pa r  l 'u t i l i~at ion du I )PN + due it Fac t ion  
de l 'alcool deshydroganase .  

b. Act;t¢.ldt;hyde. l .a subs t i tu t ion  d ' ac6 ta lddhyde  (5/ ,mol . )  all py ruva te ,  n ' a p p o r t e  
aucune format ion  d 'ac( ' ty l  CoA, ni de va r ia t ion  darts la quant i t6  pr6sente de I)PN* " 
tontefois,  l ' add i t ion  ultGrieure de p y r u v a t e  (5 t maol-) "tcet assai ne nous donne aucunc 
format ion sen,~iblc (l'ac&tvt CoA. 

l .a  pr6sence s imul tandc d 'a lcoohleshydrog6nase  (levure) et d ' a ld6hyde  ddshvdro-  
g6nase (foie de pigeon) dans not re  essai, e x p l i q u e - - e t  le calcul le c o n f i r m e - - q u e ,  en 
prdsence d 'ae6ta ld6hyde ,  la quant i t6  de D P N  + se ma in t i en t  sensiblement  constante ,  

B i b l i o ~ r a p h i e  p.  3 4 o / 3 4 1 .  
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L'action inhibitrice de l 'acdtalddhyde peut s'expliqueW, *e par son action com- 
petitive au niveau d 'un intermddiaire du type "alddhyde T P P "  pour former de l'acd- 
toine (ac6tyl m6thyl carbinol). Le dosage de ce composd confirme cette explication 
(voir Tableau IV) ; on a tenu compte d 'un tdmoirr sans acdtalddhyde, ainsi que de 
l'acdtoine pr6sente dans un distillat d'ac6talddhyde. On voit que la quantit6 d'acdtoine 
produite en prdsence d'acdtalddhyde correspond ~ la quantitd d'ac~tyl CoA formd 
dans le tdmoin. 

Ceci nous montre aussi que la r6action : alddhyde -+ acdtyl CoA est probablement 
absente chez la levure. 

T A B L E A U  IV 

FORMATION D'AC~TO~NE EN PR]~SENCE D'AC]~TALDEHYDE 

Les tubes  A et  B bouchds rnis A incuber  p e n d a n t  I h g 3 o°, con t i ennen t  i ml  de la  f rac t ion  de 
l evure  S e t  les quan t i t d s  de cofac teurs  e t  de s u b s t r a t s  ddcri tes  au Tab leau  I rnul t ipl ides pa r  IO. Le 
t u b e  A con t i en t  en p lus  IOO/zrnol. d ' acd ta lddhyde .  Le vo lume  est  por td  A IO rnl dans  chaque  t u b e  

a v a n t  les mesures  e t  le dosage  de l 'acdtolne.  

Essais Acdtyl CoA /ormd A cd'toine produite 
,umol./,ro mt I*rnol./zo ml 

A o 1. 7 
B 0. 3 i . o  

Acd ta lddhyde  i o o / t m o l ,  en 
d i s t i l l a t ion  / 0. 3 

0.3 0. 4 

5. R6le de l'acide lipo~que 

Les t ravaux de PETERS ~7,28 montrant  l 'inhibition du syst~me d 'oxydation du 
pyruvate  par les ions ars6nites (et notamment  la Lewisite) et la r6version de cette 
inhibition par les composds dimercaptols, sont ~t l'origine de la mise en dvidence du 
r61e fondamental de l'acide lipoique days ce syst~me enzymatique (GuNSALUSI~,SS). 

0.700 

0.o00 

.3 0.500 

o 

• o 0.400 

~ 0.300 

0.200 

0.100 

\.\!o.~6) 
x'~..¢ AsO~ 2 "10 -s #mol. 

" - .  
" -  . ~  BAL 2.6-10-1/~ mol. 

-~. 

"~.~.(0.17) 

"~.. 

1000 2000 3000 
Temps en secondes 

Fig. 2, I nh ib i t i on  pa r  les ions arsdni tes  e t  r6vers i0n de ce t t e  inh ib i t ion  pa r  le B.A.L. Les condi t ions  
e xpd r im e n ta l e s  on t  dtd donndes en ldgende du Tab leau  I. 
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[Ado. ) 
La Fig. 2 montre une r6action de vitesse o.16 \A t sec × 1°3 inhib6e par  l 'addi- 

tion de 2-IO -~ vmol. d'ars6nite (concentration finale 4"IO-~ M) la vitesse est alors 
r6duite ~ 0.0 9. 

L'addit ion ult6rieure de 2.6. lO -1 /zmol. de B.A.L. (2,3-dimercapto-I-propanol) 
(concentration finale 5" Io-6M) 16ve complbtement cette inhibition, la vitesse est 
ramen6e k o.17. 

DISCUSSION ET CONCLUSION 

Les r6sultats pr6c6dents montrent  que le syst~me d 'oxydat ion pyruvique d6couvert 
p a r  SCHWEET et coll. ls,1. et KORKES 15 et analys6 par GUNSALUS 17, existe 6galement 
chez la levure. 

Chez Saacharomyaes cerevisiae, ce syst~me est doubl6 de l 'oxydation passant par  
l '6tat d'acide ac6tique libre et l 'act ivation de celui-ci li~e ~ I 'ATP et au CoA. I1 faut 
remarquer que, dans ce dernier cas, la formation d'ac6tyl CoA n6cessite la d6pense 
d'une mol6cule suppl6mentaire d'ATP. Un autre syst~me capable de former l 'ac6tyl 
CoA, sans d6pense d'ATP, l 'ac6tald6hyde deshydrog6nase li6e au CoA 2°, n 'a  pas 6t6 
d6tectC Alors que l 'on peut montrer  que chez certaines levures (Brettanomyces 
bruxellensis) la quantit6 d'ac6to-CoA-kinase varie avec les conditions de culture, chez 
Saccharomyces cerevisiae les deux syst~mes formateurs d'ac6tyl CoA sont permanents,  
y compris chez la levure ayant  crfi en ana6robiose. I1 est possible qu'une 6tude, qui ne 
se limiterait pas aux races de Saccharomyces cerevisiae utilis6es en boulangerie, mais 
qui inclurait les levures utilis6es dans les divers types de fermentation alcoolique, tels 
que la distillerie, les fermentations des vins et des bi~res, ainsi que les levures 
m6tabolisme "oxydat i f" ,  pourrait  avantageusement se baser sur ces donn6es. Une 
telle 6tude permettrai t ,  peut-6tre, de localiser au niveau enzymatique, les diff6rences 
physiologiques qui d6terminent leur emploi, leur habitat  et leur classification. 

Quelques commentaires doivent 6tre faits en ce qui concerne l 'oxydase pyruvique 
dite "soluble" et "granulaire".  I1 faut interpr6ter les donn6es en tenant compte de ce 
que les pr6parations comportent  une op6ration de broyage diffcile k contr61er et qui 
peut, de fa~on variable, entralner le passage k l '6tat soluble d 'une fraction d 'un enzyme 
primit ivement contenu dans les 616ments granulaires (NossAL19). Ceci peut expliquer 
6galement la difficult6 qu'il y a k obtenir de bonnes respirations dans les pr6parations 
de mitochondries chez cet organisme et le r61e primordial de la technique de pr6para- 
tion des fractions. 

LINNANE et coll. 1°, avec une pr6paration de mitochondries de levure de boulan- 
gerie comparable k notre fraction G, obtient une oxydation du pyruvate  correspondant 
approximat ivement  k 0.3/~mol. de pyruvate  consomm6 en i.ooo sec/mg de prot6ine. 
Nous obtenons ici des valeurs d'acitivit6 enzymatique pour la fraction G correspondant 

des consommations de l 'ordre de o.I  h 0.2 t~mol, de pyruvate.  La pr6sence de l 'oxydase 
pyruvique donne une explication k l 'observation de LINNANE que les suspensions de 
granules ne sont pas capables d 'oxyder  l 'ac6tate dans les syst~mes oh le pyruvate  est 
oxydable:  des t ravaux en cours dans ce laboratoire indiquent que l'ac6to-CoA-kinase 
est un enzyme en majeure partie soluble; des granules obtenus par rupture des celhfles 
au moyen d'ultra-sons retiennent cependant de IO h 20 % de cet enzyme 3s. 

La pr6sence de l 'oxydase pyruvique, aussi bien dans les mutants  ~ respiration 
d6ficiente (ou dans une levure normale r6colt~e apr~s croissance ana6robique) que 
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d a n s  l a  l e v u r e  c u l t i v 6 e  i n d u s t r i e l l e m e n t  e n  a 6 r o b i o s e ,  p e u t  ~ t r e  i n t e r p r 6 t 6 e  p a r  le r61e 

f o n d a m e n t a l  q u e  r e p r 6 s e n t e  l ' a e 6 t y l  C o A  d a n s  les  s y n t h 6 s e s  e f f e c t u 6 e s  p a r  le  c y c l e  

d e s  a c i d e s  t r i c a r b o x y l i q u e s  a°-az, o u  p a r  l a  c o n d e n s a t i o n  g l y o x y l i q u e a a ,  a4 o u  e n c o r e  d a n s  

la  f o r m a t i o n  d e s  a c i d e s  g r a s .  

A l o r s  q u e  ce  t r a v a i l  6 t a i t  s o u s - p r e s s e ,  n o u s  a v o n s  e u  c o n n a i s s a n c e  de  c e l u i  d e  

HOI,ZER ET GOEDDE ~7, q u i  a b o u t i t  k d e s  c o n c l u s i o n s  e n  p a t t i e  s e m b l a b l e s  a u x  n 6 t r e s .  

R E M E R C I E M E N T S  

N o u s  r e m e r c i o n s  le  P r o f .  E .  SLATER q u i  n o u s  a o f f e r t  l ' 6 c h a n t i l l o n  d e  B . A . L .  

L ' u n  d ' e n t r e  n o u s  (A. ALW\REZ) ,  r e m e r c i e  l a  F a c u l t 6  d e  C h i m i e  e t  P h a r m a c i e  d e  

M o n t b v i d 6 o  ( U r u g u a y )  p o u r  l ' o c t r o i  d ' u n e  b o u r s e  q u i  a p e r m i s  d e  r 6 a l i s e r  ce  t r a v a i l ,  

RI~SUMI ~2 

i, Un  m 6 c a n i s m e  de ddca rbnxy la t ion  o x y d a t i v e  directe (oxydase  pyruv ique) ,  semblab le  A 
cehli d~crit  chez Eseherichia coli et  Streptococcus /aecalis, est  mis  en ~vidence dans  la levure  de 
boulanger ie .  

2. Ce sys t6nle  e n z y m a t i q u e  es t  p rdsen t  dans  les f ract ions  solubles  et granula i res .  I1 es t  
6ga lemen t  p re sen t  dans  une  levure  a y a n t  crfi en ana~robiose  ainsi  que dans  son m u t a n t  ~ dSficience 
respira toi re .  

3- L ' a c t i o n  de l 'd thanol  eL de l ' ac6ta ld~hyde,  des ions arsdni tes  et d ' u n  compos~ d imercapto l  
est  consid6r~e. 

4. La  s ignif icat ion et  l ' i mpor t ance  de ce sys t~me  son t  discutdes.  

S U M M A R Y  

1. The  presence of a py ruv ic  oxidase  in yea s t  has  been d e m o n s t r a t e d .  Th i s  s y s t e m  is s imilar  
to t h a t  descr ibed for Escherichia coli and  Streplococcus/aecalis.  

2. This  s y s t e m  is p r e sen t  bo t h  in t he  soluble and  in the  g r anu l a r  fract ion.  I t  is also p reseu t  
in yea s t  af ter  anaerobic  g rowt h  and  in a m u t a n t  p roduced  by  resp i ra to ry  deficiency. 

3. The  ac t ion  of e thanol ,  ace ta ldehyde ,  a r senous  ions, and  a d imercaptol ,  h a s  been s tudied.  
4- The  significance of th is  s y s t e m  is discussed.  
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I N F L U E N C E  C O M P A R ~ E  D U  C H L O R U R E  D E  S O D I U M  

E T  D U  T W E E N  80 S U R  L ' A C T I V I T t ) ;  E N Z Y M A T I Q U E  D E  LA 

C A R B O X Y P E P T I D A S E  A D U  P A N C R E A S  

JULIE LABOUESSE 

Laboratoire de Chimie biologique, Facultd des Sciences (Paris) 

Diverses invest igat ions  1 * concernant  l ' influence de la force ionique sur l 'act ivi t6 
enzymat ique  de la carboxypept idase  A du pancrGas ont  montr6 que l 'activit~ de cet 
enzyme crolt avec la force ionique du milieu, jusqu '~  ce que celle-ci at teigne une 
valeur  de o.5, et ce, quel que soit le sel prGsent : ~ par t i r  de cette valeur, il n ' y  a plus 
de modificat ion de l 'ac t ion enzymat ique.  D 'au t re  part ,  il a 6t6 constat62 que les sels 
pouvaien t  ~tre remplac~s par le Tween 8o ' ,  substance tensioactive constituGe par  un  
dO.riv6 polyoxyalkylGnique d ' u n  ester monool6ique du sorbitane.  Dans ce cas, comme 
d 'ai l leurs  dans le cas des 61ectrolytes, l'effet ac t iva teur  est d ' a u t a n t  plus marqu6 que 
l ' enzyme est plus dilu6 : on a vu en effet que, lorsque les concentra t ions  de la carboxy- 
peptidase sont de l 'ordre de quelques dixibmes de /,g/ml, la vitesse de la ri 'action 
enzymat ique  en absence de sel et de Tween 8o n 'est  pas proport ionnel le  ~ la quant i t6  
d ' enzyme prGsent; l ' addi t ion  au mGlange rGactionnel, soit de chlorure de sodium 
o.5 M ,  soit de o.o5 % de Tween 8o rGtablit la proport ionnal i t6  tout  en accroissant la 
vitesse d 'hydrolyse  du subst ra t  2. I1 est ~ remarquer  5 ce sujet que ni les sels, ni le 
Tween 8o n ' i n h i b e n t  la dGnaturat ion thermique  de l ' enzyme en solution dilute,  alors 
que le Tween 8o, mais non  les sels, protGge l ' enzyme contre la dGnaturat ion de surface 5. 

I1 6tait donc intdressant de comparer les constantes  cindtiques et thermo- 
dynamiques  liGes ~ l 'hydrolyse d ' un  substra t  convenable,  en prGsence des substances 
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