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S U M M A R Y  

Study of a case of deficient respiration in Saccharomyces carlsbergensis 

The aerobic growth of S. carlsbergensis on a glucose medium is characterized by  a 
phenomenon of diauxy. Without previous adoptation, the glucose, ethanol and 
acetate respiration of the yeast  is feeble. This deficient respiration is adaptive. A 
kinetic s tudy of the reduction of cytochrome c, as well as of the oxidation of the 
succinate in the extract  reveals the site of the deficiency to be at the level of the 
succinic dehydrogenase. The functioning of the tricarboxylic cycle in S. carlsbergensis 
is considered to be related to the activities obtained for succinic and isocitric de- 
hydrogenases. 

INTRODUCTION 

La caract6risation biochimique de S. carlsbergensis se base essentiellement sur la 
fermentation du raffinosO. Des t ravaux r6cents consacr& au m&abolisme a&obique 
des levures de brasserie de fermentation basse, (S. carlsbergensis) et des levures de 
boulangerie (S. oerevisiae), semblent indiquer qu'il existe des diff6rences enzymatiques 
plus profondes entre ces deux races. 

SLONIMSKI z signale qu'une levure basse utilisant au d6part 80 % du glucose par 
vole fermentaire, ne fermente plus que 14 % du glucose consomm6 au bout de quelques 
repiquages en a&obiose. 

ELION se t  E U L E R  4, ont attribu6 ~ la pression d'oxyg~ne au cours de la croissance 
les diff6rences observ&s entre levures de brasserie et de boulangerie en ce qui concerne 
leur intensit6 de respiration et la structure du spectre des cytochromes. 

FINt~ ET BERWALD ~ ont d6crit la "transformation" d'une levure basse en levure 
de boulangerie; les conditions de ces exp6riences ont 6t~ critiqu6es par SLONIMSKI ~. 

TAVLITZKI ET SLONIMSKI 6 6mettent l 'hypoth~se que les levures "basses" pour- 
talent &re des lign6es d6riv6es de la levure de boulangerie par le mSme m6canisme 
qui conduit ~ la formation de mutants  spontan6sL 

Ces r6sultats sont en faveur de l'existence d'une d6ficience enzymatique au 
nivean de la respiration chez S. carlsbergensis. 

ALVAREZ ET WIAME s ont mis un comportement m6tabolique analogue en 6vidence 
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chez Brettanomyces bruxellensis. Le faible pouvoir respiratoire de ces levures est 
attribu6 ~ une activit6 d6ficiente de l'ac6to-CoA-kinase. 

SLONIMSKI ET EPHRUSSI 9 apr~s une 6tude complete des syst~mes enzymatiques 
de la respiration terminale ont montr6 que, l'incapacit6 respiratoire des mutants  
"peti tes colonies" est principalement due ~ l 'absence de la cytochrome oxydase. 
SLONIMSKY 3 montre d 'autre part, que ces mutants  ne poss6dent pas la succinique 
deshydrog6nase. 

Guid6s par ces travaux,  nous avons repris le m6tabolisme de S. cartsbergensis 
par une 6tude de la croissance a6robique en utilisant une levure de boulangerie et un 
mutant  k d6ficience respiratoire comme t6moin. Ceci nous a permis de mettre en 
6vidence chez S. carlsbergensis une d6ficience respiratoire de nature adaptative. 
L'analyse des syst~mes enzymatiques intervenant dans la respiration a montr6 que 
cette d6ficience se situe au niveau de la succinique deshydrog6nase. 

MATI~RIEL ET METHODES 

Microorganisrnes: S. cerevisiae: levure Royale (Bruges) isol6e en culture pure ainsi 
que son mutant  "peti te colonie" isol6e d'apr~s EPI~RUSSI 7. 

S. carlsbergensis: levure de brasserie de fermentation basse isol6e en culture pure. 
Cultures: Les milieux de culture sont les suivants: milieu glucos6: (NH4)zSO 4 

2.1o -8 M; KH3PO 4 (4 parties) et Na2HPO4 (I partie) de fa~on k avoir PO4 lO -8 M; 
MgSO4 7H~O 5"1o -3 M; yeast  extract  Difco i g/l; glucose 1.5 g/1. Milieu 6thanol: 
m6me milieu mais le glucose est substitu6 par o.1% d'6thanol. Milieu ac6tate: 
(NHa)3SOa 2 - I o - ~ M ;  KHzPO4 2 " I o - 3 M ;  MgSO4 3"1o -2 M; yeast extract Difco 
2.5 g/l; ac6tate de Na 3H30 2. 7 g/1. 

Le pH est ajust6 k 4.5 avant  st6rilisation. Les croissances a6robiques se font 
3 °0 dans des fioles sp6ciales d6crites par WIAME ET STORCK 1°. Les opacit6s sont 

exprim6es en densit6 optique (D.O. = log Io/I) pour une 6paisseur de I cm. L'a6ration 
se fair par agitation des fioles sur un plateau anim6 d'un mouvement de translation 
circulaire. 

Dosage du glucose: I1 a 6t6 effectu6 sulvant KEILIN ET HARTREE 11. L'oxyg~ne 
absorb6 est mesur6 par la m6thode manom6trique de Warburg k pH 5.6 et k 30 °. 

Dosage de l'~thanol: I1 a 6t6 effectu~ suivant la m6thode de WIDMARCK modifi6e 
p a r  WINNICK'S 12 e t  CONWAY 13. 

Mesures manomOtriques: Les cellules sont r6colt6es en phase exponentielle de 
croissance; ensuite lav6es 3 lois par centrifugation dans un tampon KH3PO , M/I5. 
L'oxyg~ne absorb6e est mesur6 par la m6thode manom6trique de Warburg (v. 
UMBREIT et col1.14). Le volume total de liquide dans les fioles est de 2 ml. Les essais 
se font ~. 3 °0 et k pH 4.5- 

Preparation des extraits de levure: Apr~s centrifugation et lavage, les levures sont 
mises en suspension dans un tampon ~. pH 7.3. Les cellules sont d6sint6gr6es dans un 
oscillateur sonique Raytheon DF/ Io I ,  250 W IO Kc pendant 5 m i n k  - - 3  °. Apr~s 
centrifugation (2,500 × g) on recueille le surn~geant qui constitue l 'extrait  brut. 

Preparation de l'ac~to-CoA-kinase: L'enzyme est pr6par6 suivant JONES et Coll. 15 
en trai tant  l 'extrait  total  obtenu apr~s d6sint6gration des cellules, par deux pr6cipita- 
tions successives au sulfate d 'ammonium ~ 35 %. Le pr6cipit6 est recueilli par centri- 
fugation ~t 18,ooo × g e t  remis en suspension dans un tampon phosphate M/Io 
pH 7.3 (Fraction E). 
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Dosage de l'ae~tyl-CoA: Nous utilisons la methode de TABOR TM. L'acetyl-CoA 
form6 par l 'extrait de levure est transform6 en p-nitroacetanilide par acetylation 
enzymatique de la p-nitroaniline avec modification du spectre d'absorption k 39 o m/~ 17. 

L'enzyme d'acetylation est prepare k partir de foie de pigeon suivant TABOR ls. 
L'unit6 d'enzyme est defini comme 6rant la quantit6 d'enzyme qui cause une chute 
initiale de la densit6 optique k 39 ° mt~ de o.ooI/min k 25 °. 

L'activit6 specifique est exprimee comme 6tent le nombre d'unites par mg de 
prot~ines. 

Analyse des eytoehromes: La localisation des bandes d'absorption dues aux 
cytochromes est determinee k l'aide d'un spectrom~tre k deviation constante (Hilger 
D 186) avec une lampe 3o W. On utilise des suspensions de levures k 25 % (poids 
humide) clans des cuvettes Unicam (I cm). Apr~s la mise au point visuelle on photo- 
graphie les bandes sur plaques Ilford R 4o (rapid process panchromatic). Apr~s 
revelation on determine quantitativement les bandes d'absorption k l'aide d'un 
microphotom~tre enregistreur. L'oxydation des cytochromes se fair par barbotage 
d'oxyg~ne pendant 5 min. Ceci permet la disparition complete de la bande d'absorp- 
tion k 550 m/z (cytochrome ¢). Cette bande est quantitativement la plus importante 
et nous servira de rep&e dans l'etude du syst~me hemoproteique. 

Preparation et dosage de la TPN isodtrique deshydrog~nase : L'enzyme est prepar6 
suivant KORNBERG TM. La fraction contenant la DPN isocitrique deshydrogenase a 6t6 
61iminee par precipitation au (NH4)2SO 4. Ensuite k la deuxi~me precipitation on 
recueille le precipit6 dens un tampon phosphate 3" lO-2 M ~ pH 7 (fraction I). 

Le DL-isocitrate est prepare k partir de la forme lactone suivant DEUTSCH ET 
PHILLIPS 19. L'unit6 d'enzyme est definie comme 6tant la quantit6 d'enzyme qui reduit 
une /zM de TPN en 20 min en utilisant la valeur de 6.22. lO 9 cm*/mole (ouverture de 
fente 1.6 m/z, chemin optique I cm) pour le coefficient d'extinction moleculaire du 
T P NH 20. 

L'activit6 specifique est exprimee comme 6tent le nombre d'unites par mg de 
proteines. 

Dosage des prot~ines: I1 est effectu6 selon la methode du biuret. La courbe 6talon 
est 6tablie avec la serum albumine. 

Produits et firmes: Coenzyme A (CoA) California foundation. Adenosine tri- 
phosphate (ATP) California foundation. Isocitrate (forme lactone) California founda- 
tion. Triphosphopyridine nucleotide (TPN) Sigma. 

R]~SULTATS 

Etude de la croissame a~robique 

La Fig. I represente la croissance aerobique sur milieu glucos& Le temps de 
g~neration "g" de S. eerevisiae est de I h 20 min. Le palier indiquant la croissance 
maximum est situ6 k une D.O. de 0.420. La courbe de croissance de S. carlsbergensis 
est caracteris6 par un phenom~ne de diauxie. En effet, on observe une premiere phase 
exponentieUe de croissance avec un "g" de 2 h 20 min; ensuite un arr~t de la crois- 
sance pendant 2 h k une D.O. de o.085; suivi d'une seconde phase exponentielle avec 
un "g" de 8 h pour atteindre une croissance maximum k une D.O. de 0.330. L'arret 
de croissance apr~s la I~re phase exponentielle coincide avec la D.O. maximum des 
mutants. 
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La Fig. 2 repr4sente la croissance a6robique sur milieu k base d'6thanol ou 
d'ac6tate comme substrat carbon6. On remarque que S. carlsbergensis utilise l'6thanol 
ou l'ac6tate avec une phase de latence de 8 h et un "g" de 7 h, alors que S. cerevisiae 
utilise ces m~mes substrats sans adaptation pr6alable et avec un "g" de 2 h 2o min. 
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Fig .  I.  Croissance a4robique sur o. 1 5 % de glucose 
(I) Saccharomyc~s cerevisiae; (2) Sacckaromyc~s 

carslbergensis ; (3) mutant respiratoire. 

Fig .  2. Croissance adrobique sur o. i  ~o d'6thanol, 
(I) Saccharomyc~s cerevisiae; (2) Saccharomyc~s 

carlbergensis; (3) mutant respiratoire. 

Fig .  3. Croissance adrobique de Saccharomyc~s 
carlsbergensis sur glucose : A e t  B : dosage du g lu -  
cose .  C, D,  E ,  F,  G, H e t  J : dosage de l'6thanol. 

Dans ces m6mes conditions les mutants ne donnent aucune croissance, ce qui confirme 
les r6sultats de TAVLITZKI al. 

Ces r4sultats nous ont amen6 k doser le glucose et l'6thanol au cours de la crois- 
sance a6robique aux endroits indiqu6s sur la Fig. 3. 

Au d6part le milieu de culture contient 8.25/*moles de glucose/ml; au point A 
4.3/*moles et au point B le glucose est compl~tement utilis6; au point C nous trouvons 
6/ ,moles d'6thanol/ml de milieu, en D xo/*moles; en E lO.7/*moles; en F 11.5/*moles; 
en G 9.2/*moles; en H 6.2/*moles et en J l'6thanol est utilis6. 

Consid6rant que 25 % du glucose est utflis6 k la synth~se des potysaccharides 2~, 
il reste k la levure 6.24/*moles de glucose ~ transformer en 6thanol. Dans le cas off 
S. oarlsbergensis m6tabolise le glucose exclusivement par glycolyse fermentative, on 
devrait trouver A la fin de la I~re phase exponentielle de croissance 12.48/*moles 
d'6thanol. Or au point F, nous obtenons 11.5/*moles, ce qua v6rifie l'hypoth~se 6mise. 

Etude du pouvoir respiratoire 
La composition en sels min6raux des milieux de culture utflis6s pour la r6colte 

des cellules de levure quA serviront aux essais mafiom4triques est la m~me. La  con- 
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centration en Yeast Extract  est de o.5 % et les concentrations en substrats carbon6s 
sont de: glucose 4 % ; 6thanol 1% ; ac6tate 0.7 %. 

Respiration sur glucose, ~thanol et acetate apr~s croissanca a~robique sur glucose: 
Les essais sont effectu6s avec S. cerevisiae, S. carlsbergensis et le mutant  "petite".  
Les r6sultats sont exprim6s dens le Tableau I. 

T A B L E A U  I 

POUVOIR RESPIRATOIRE DR S. ce~'gv~siae ET S. 6arlsbergensis ET D'UN MUTANT "PETITE" 

Sur : glucose 4 %, ~thanol 6o /zM et ac6tate 60 /zM apr~s croissance a6robique 
sur  milieu glucos6 4 % et ~ 3o °. 

Souche de levure QO, endogdne QO 2 glucose QO 2 dthc*nol QO, acdtate 

S. cerevisiae 7-7 79 lO3 87 
S. carlsbergensis 6.0 16.2 i i .i 6.o 
Mutan t  0. 3 0. 7 1.2 0. 5 

T A B L E A U  I I  

POUVOIR RESPIRATOIRE D]~ S. cerevisiae ET S. carlsbergensis 

Sur: glucose 4 % ; 6thanol 60/~M et ac6tate 60/2M apr~s croissance a6robique 
3o ° sur  milieu 6thanol 1%. 

Soucke de levure QOt endogdne Qos glucose QOa tthanol OO, a.cdtate 

S, cerevisiae I I 193 239 234 
S. carlsbergensis 21.8 136 178 I5o 

T A B L E A U  I I I  

POUVOlR RESPIRATOIRE DR S. cerevisiae ET S. carlsbergensis 

Sur : glucose 4 % ; 6thanol 60 /zM et ac6tate 6o /zM apr~s croissance a6robique 
~, 3 °0 sur  milieu acetate 0.7 %. 

Souche de levure QO~ endog~ne QO~ glucose QO~ dthanol OO 2 acetate 

S, cerevisiae 8.8 223 211.4 226 
S. carlsbergensis 15.4 I 18 i 15 119 

Le faible pouvoir respiratoire de S. carlsbergensis, quoique nettement plus 61ev6 
que celui des mutants, indique que cette levure utilise le glucose principalement par 
fermentation. La Fig. 4 repr~sente la cin6tique de la respiration du glucose, les valeurs 
6tent toutes rapport6es au m~me poids sec. 

Respiration sur glucose, ~thanol ~t acetate apres aroissance a~robique sur ~thanol et 
sur acetate: Les essais sont effectu6s avec S. cerevisiaa et S. carlsbergensis. Les r6sultats 
sont exprim6s dans les Tableaux II  et III .  

Nous remarquons une augmentation sensible du pouvoir respiratoire de S. carls- 
bergensis apr~s croissance sur 6thanol ou sur ac6tate comme le montre la Fig. 5. 

Les valeurs de la respiration endog~ne sont 6galement plus 61ev6es, ce qui peut 
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s'expliquer par une accumulation de substrats interm6diaires due au fonctionnement 
limitant d 'un des enzymes de la respiration terminale. 

Evolution du pouvoir respiratoire de S. carlsbergensis au cours d'une croissance 
a~robique sur milieu glucose: Les cellules sont r6colt6es au cours de la I&re et de la 
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Fig. 4. Respirat ion sur 4 % de glucose apr~s 
croissanco a6robiquo sur glucose. Poids sec de 
levure:2. 5 mg, (i) Saccharomyc~s cerevisiae; 

(2) Sacaharomyc#s carlsbergensis. 
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Fig. 5. Respiration sur 4 % de glucose aprbs 
croissance a6robique sur 6thanol. Poids sec de 
levure: 2. 5 mg. (I) Saccharornycts cerevisiae; 

(2) Saccharomyc~s carlsbergensis. 

TABLEAU IV 

pOI.IVOIR RESPIRATOIRE DE S. carlsbergensis 

Sur: glucose 4 %;  6thanol 60/~M; ac6tate 6 0 / , M  apr~s croissance a6robique sur milieu glucos6 
o.15 %; les cellules 6rant  r~colt6es au cours de la I~re et  de la 2~me phase exponentielle de 

croissance. 

Pltasede croissanceeXp°nentielle QO 2 endog~ne QO, glucose QO, dtlsanol QO= av~e 

I 6 16.2 I I . I  6 
II  14.8 83 90 85 

2~me phase exponentielle apr~s croissance a6robique sur milieu glucos6 o.15 %. Les 
r6sultats sent exprim6s dans le Tableau IV. 

Ceci nous permet de consid6rer la d6ficience respiratoire de S. carlsbergem'is 
comme 6tant de nature adaptative. 

En effet, en r6coltant ces levures au cours de la 2~me phase exponentieUe, ou 
apr~s croissance sur 6thanol ou ac6tate on obtient un pouvoir respiratoire se rappro- 
chant des valeurs obtenues pour S. cerevisiae. 

Localisation de la d~ficience respiratoire chez S. carlsbergensis 

La raise en 6vidence d'une d6ficience respiratoire chez S. carlsbergensis nous a 
amen6 k 6tudier la nature enzymatique de cette d6ficience. 
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Nous avons admis comme hypoth+se de travail que S. cerevisiae ainsi que S. carls- 
bergensis apr~s adaptation empruntent le chemin du cycle tricarboxylique pour r6aliser 
leurs oxydations cellulaires 2a. Dans ces conditions le faible pouvoir respiratoire de 
S. carlsbergensis pourrait s'expliquer soit par le freinage provoqu6 par l'absence 
d'un des enzymes du cycle de Krebs soit, par le non fonctionnement du syst~me 
h6moprot6ique. 

Aativit~ de l'ao~to-CoA-kinase: Le t6moin est constitu6 par le syst~me r6actionnel 
templet  ~ l'exception d'un des constituants suivants: enzyme d'ac~tylation, fraction 
E ou ac&ate de K. La concentration en ac6to-CoA-kinase (fraction E) est &ablie 
de fa~on qu'elle soit limitante par rapport aux constituants du syst~me templet.  
Les essais sent effectu6s avec S. cerevisiae et S. carlsbergensis. Les r6sultats sent 
exprim6s dans le Tableau V. 

TABLEAU V 

ACTIVITI~ DE L'ACI~To-CoA-KINASE DE S. cerevisiae ET S. carlsbergensis 

Les mesures sent effectu6es en cuvettes de o.6 ml et de i cm de chomin optique au spectrophoto- 
re&re Unicam g la longueur d'onde de 390 m/~. Le syst~me complet contient: tampon phosphate 
pH 7.3, o.o5 ml (ioo #M) ; p-nitroaniline o.o 5 ml (0.05/~M) ; cyst6ine 0.05 ml (io/~M) ; ac&ate de 
K o . o s m l  ( io / ,M) ;  MgCl~ o.o25ml (5/~M); ATP o.o5ml (2.5/~M); CoA o.o5ml (o.i /~M); 

enzyme d'acdtylation o.o75 ml (o. 5 mg de prot6ine) ; fraction E 0-o5 ml (0.o9 mg do prot6ine). 

Activitd en UniMs/mg de pfotgine 
Soucke de levure 

Croissance glucose Croissance at#tare 

S. cerevisiae 342 923 
S. carlsbergensis 292 638 

Apr~s croissance a6robique sur milieu glucos6, l'activit6 kinasique de S. carls- 
bergensis est proche de celle de S. cerevisiae. Cette activit6 est fortement accrue apr~s 
croissance sur ac&ate. 

Desoription et [onctionnement du systgme h~moprot3ique: Nos mesures spectroscopi- 
ques sent effectu6es avec S. cerevisiae et S. carlsbergensis avant et apr~s adaptation 

la respiration. 
Nous observons les bandes &absorption suivantes, ind6pendamment de la souche 

de levure utilis6e: cytochrome c k 552 m/z; cytochrome b ~t 560 m/z et cytochrome a 
~t 603 m/z. 

L'identification des 61~ments du syst~me h6moprot6ique est compl&~e par 
l'analyse de la cytochrome oxydase. Cette derni&e n 'ayant  pas de spectre d~celable, 
nous avons utilis6 la technique employee par S~.ONIMSmL qui consiste k oxyder le 
cytochrome c par barbotage d'oxyg~ne dans la suspension de levures. Le fonctionne- 
ment normal de la cytochrome oxydase provoque la disparition de la bande d'absorp- 
tion k 552 mtz 84 

Nous utilisons comme t~moin un mutant k d~ficience respiratoire ne poss~dant 
pas la cytochrome oxydase ~. Ici encore nous n'observons aucune difference entre les 
2 races de levures. En effet, le spectre du cytoehrome o disparalt compl&ement dans 
les deux cas apr~s un barbotage d'oxyg~ne de 5 min, alors que dans le cas du mutant 
on ne constate aucune modification. 

Ceci nous a amen~ a suivre la cin6tique de r6duction du cytochrome od~sl'arr& 
du barbotage d'oxyg~ne en photographiant la bande ~t 552 m/z toutes les x35 see et 
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en d6terminant ensuite apr~s r6v61ation les valeurs d'absorption au microphotom~tre 
enregistreur. 

Dans ces conditions les deux races de levures se comportent d'une faqon essen- 
tiellement diff6rente, comme le montre la Fig. 6. 

'%  de t r a n s m i s s i o n  

2 
i 2 3 4 5 6 7 8 " 

temps en m i n u t e s  

Fig. 6. Cin6tique de r6duct ion du cy tochrome 
c. o %  de t ransmiss ion:  cy toch rome  c oxyd6;  
7 ° % de t r a n sm i s s ion :  cy tochrome c r6duit.  
(I) SaccharomycOs cerevisiae ; (2)SaccharomycOs 
carlsbergensis ; (3) Saccharomyc~s carlsbergensis 

adapt~e ~ la respirat ion.  

/ 
/a- o2 absorb~ / 
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Fig. 7. Oxydat ion  de IO /zM de succinate en 
ext ra i t  (5 ° mg de prot6ine) apr~s 12 h d ' inani-  
t ion des diff6rentes levures.  (I) SaccharomycOs 
cerevisiae ; (2) SaccharomycOs carlsbergensis; 
(3) SaccharomycOs carlsbergensis adapt6e ~ la 

respirat ion.  

En effet, S. cerevisiae r6duit compl~tement le cytochrome c 2 min apr~s l'arrfit 
du barbotage d'oxy@ne, S. carlsbergensis seulement apr~s 8 min. Apr~s croissance 
sur un substrat respiratoire S. carlsbergensis r6duit le cytochrome c ~ la mSme vitesse 
que S. cerevisiae. 

Consid6rant que la r6duction du cytochrome c d6pend principalement de l'activit6 
de la succinique deshydrog6nase, nous avons v6rifi6 l'activit6 de cet enzyme par des 
essais d'oxydation du succinate 'in vitro'. 

Oxydation du succinate en extrait: Les essais sent effectu6s avec S. cerevisiae et 
S. carlsbergensis apr~s croissance a6robique sur milieu glucos6 2 %. La respiration 
endog~ne est r6duite par inanition dans un tampon phosphate M/I5 pH 4.5 pendant 
12 h k 3 o°. 

Apr~s centrifugation et lavage, les levures sent mises en suspension dans un 
tampon tri6thanolamine M/I5 k pH 7-5 contenant o.5 M lactose ~. L'extrait  total est 
obtenu apr~s d6sint6gration des cellules et centrifugation. 

L 'O,  absorb6 est mesur6 k 3 °0 par la m~thode manom6trique de Warburg. Les 
r6sultats sent exprim6s dans le Tableau VI. 

Ces r6sultats confirment ceux obtenus lots de l'6tude de la cin6tique de r6duction 
du cytochrome c. L'arr~t de la multiplication cellulaire signals lors de la croissance 
a6robique (Fig. I) correspond par cons6quent k l 'adaptation ~ la succinique deshydro- 
gfnase qui amerce une augmentation proportionnelle du pouvoir respiratoire comme 
le montre le Tableau VII. 
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T A B L E A U  V I  

OXYDATION DU SUCCINATE (IO ~ M )  EN EXTRAIT PAR S. cerevisiae ET S. carlsbergensis  

Souvhe de levure Mg de proMine Temps d'incubation Itl Ot absorbd 
de l" extrait en minutes endogdne succinate 

S. cerevisiae 6I  60 14 68 
12o 30 lO 9 

S. carlsbergensis 52 60 4 12 
12o 8 15 

S. carlsbergensis a d a p t 6  5o 60 I I 91 
12o 17 148 

T A B L E A U  V I I  

OXYDATION DU SUCCINATE ET POUVOIR RESPIRATOIRE DE S. carlsbergensis  
AVANT ET .A.PRI~S ADAPTATION )k LA RESPIRATION 

A rant adaptation Apr~ adaptation 

Souche de levure lll Oa absorbd plOt absorbd 
succinate O O ~ succ inate Q 02 

S. carlsbergensis 15 16 148 136 

T A B L E A U  V I I I  

,ACTIVITIES DE L.A_ T P N  ISOClTRIQUE DI~SHYDROGI~N.ASE CHEZ S. cerevisiae ET S. carlsbergensis  

Les mesures  sont  efiectu6es en cuvet tes  de quartz  de 4 m l  et de i c m  de  c h e m i n  opt ique  au s p e c t r o -  
p h o t o m ~ t r e  Ze i s s  P M Q  I I  ~ 34 ° m/2. Le  s y s t 6 m e  c o m p l e t  cont ient  : t a m p o n  phosphate  p H  7 o.2 m l  
( i o o / z M )  ; MgCI~ o . i  m l  ( i o  # M )  ; T P N  0.02 m l  (0.5 #M); i s o c i t r a t e  o . i  m l  ( o . 5 / , M )  ; f r a c t i o n  I 

i . o  m l  (o . i  m g  de prot6ine).  

Souche de levure Activitd en Unitds/rag 
#rotdines 

S. cerevisiae o.53 
S. carlsbergensis  non a d a p t 6  o.26 
S. carlsbergensis a d a p t ~  1.57 

Aativit~ de l'isodtrique deshydrog~nase: Nous nous sommes demand6s si la succi- 
nique deshydrog6nase 6tait la seule deshydrog~nase responsable de la d6ficience 
respiratoire de S. carlsbargensis. 

Les activit6s de la TPN isocitrique deshydrog6nase sont d6termin6es chez 
S. cerevisiae et S. carlsbergensis avant et aprbs adaptation ~t la respiration. Les 
levures sont r6colt6es aprbs croissance a6robique sur milieu glucos6 ~t 2 %. 

Le t6moin est constitu6 par le syst~me r6actionnel complet sans isocitrate. La 
concentration en isocitrique deshydrog6nase (fraction I) est 6tablie de fa~on qu'elle 
soit limitante par rapport ~t la concentration en TPN et en isocitrate. Les r6sultats sont 
exprim6s dans le Tableau VIII. 

Ces r6sultats indiquent que la respiration de S. carlsbergensis est 6galement 
frein6e par l'activit6 de l'isocitfique deshydrog6nase avant l'adaptation ~ la respira- 
tion. L'activit6 sp6cifique augmente environ 6 lois apr~s adaptation. 

Biochim Biophys. Acta, 38 (196o) i - i i  



IO J. HABOUCHA, CH. A. MASSCHELEIN 

DISCUSSION 

Des r6sultats d6crits dans ce travail, il r6sulte que le m&abolisme a6robique de 
S. carlsbergensis est caract6ris6 par un ph6nom~ne de diauxie. En effet, dans des 
conditions ou la croissance est limit& par la concentration en substrat carbon6, 
cette levure utilise le glucose par fermentation avec accumulation d'&hanol qu'elle 
utilise ensuite apr~s adaptation. 

D'autre part, la vitesse de croissance sur &hand  ou ac6tate est la m~me que 
celle observ6e lors de la seconde phase exponentielle de croissance. Ces substrats ne 
sont utilis6s qu'apr~s une phase d'adaptation pr6alable explicit6e par une phase de 
latence de 6 k 8 h. 

La d&ermination des pouvoirs respiratoires dans les diff&entes conditions de 
croissance confirme les r6sultats pr6c6dents. S. cartsbergensis respire faiblement le 
glucose, l '&hanol et l 'ac&ate au cours de la I~re phase exponentielle de croissance. 
Les valeurs sont cependant sup&ieures k celles obtenues pour les mutants. 

Au cours de la seconde phase exponentielle de croissance ou apr~s croissance 
sur 6thanol oll ac&ate, le pouvoir respiratoire est r6tabli et se rapproche de celui de 
S. cerevisiae. 

De ce qui pr6c~de, nous pouvons d6jk observer que la d6ficience respiratoire de 
S. carlsbergensis est de nature adaptative. 

Les t ravaux de LINNANE ET STILL ~6 et de VANDERWINKEL,  BOURGEOIS ET 

WIAME ~5 ont montr6 que le cycle des acides tricarboxyliques existe chez la levure et 
constitue probablement la vole essentielle d'oxydation. 

Ceci nous a amen6 k admettre comme hypoth~se de travail que S. cerevisiae 
ainsi que S. carlsbergensis apr~s adaptation k la respiration empruntent le cycle 
tricarboxylique pour r6aliser leurs oxydations cellulaires. 

Vu l'analogie avec le comportement m&abolique de Brettanomyces bruxdlensis 8 
nous avons v6rifi6 l'activit6 de l'ac&o-CoA-kinase. Nous avons obtenu une activit6 
kinasique normale chez S. carlsbergensis avant adaptation k la respiration ou mBme 
apr~s croissance ana6robique. 

Le fonctionnement de cet enzyme chez S. carlsbergensis permet d'envisager la 
synth~se des acides gras satur6s. L'analyse spectroscopique du syst~me h6moprot6ique 
a montr6 l'existence des cytochromes a, b, c et de la cytochrome oxydase, ind6pen- 
damment de la souche utilis&. 

En suivant la cin&ique de r6duction du cytochrome c nous avons remarqu6 que 
la vitesse d'apparition du spectre du cytochrome ¢ apr~s oxydation est beaucoup 
plus rapide clans le cas de S. cerevisiae. Cette diff6rence disparait apr~s croissance 
sur un substrat respiratoire. 

Ceci nous permet de d61imiter la d6ficience respiratoire de S. carlsbergensis au 
niveau du succinate. Ce point de vue a 6t6 enti~rement confirm6 par des essais 
d'oxydation du succinate in vitro. 

En effet, l 'adaptation k la succinique deshydrog6nase se fait proportionnellement 
k l 'adaptation du pouvoir respiratoire des cellules enti&es. 

En examinant les valeurs des potentiels propres k chacune des deshydrog6nations, 
WIAME ~8 fait remarquer que la deshydrog6nation succinique a le potentiel le plus 
61ev6. (E o' ---- o,oo) L'absence de la succinique deshydrog6nase chez S. carlsbergensis 
n'exclut donc pas n&essairement le fonctionnement des autres deshydrog6nases du 
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cycle. Le r61e 6nerg6tique et synth6tique du cycle tricarboxylique en ana6obiose ne 
semble d'ailleurs pas exclu ~3. AUBERT ET MILHAUD ~7 arrivent ~t la m~me conclusion 
en mettant des interm6diaires du cycle de Krebs en 6vidence apr~s fermentation. 

Nous avons essay6 de r6soudre ce point en d6terminant l'activit6 de l'isocitrique 
deshydrog6nase. 

Avant l'adaptation ~ la respiration nous remarquons une activit6 nettement 
sup6rieure ~ celle de la succinique deshydrog6nase. Ceci semble mettre en 6vidence un 
fonctionnement partiel du cycle tricarboxylique chez S. carlsbergensis non adapt6. 

L'inversion des r6actions enzymatiques avec accumulation de m6tabolites inter- 
m6diaires jusqu'au succinate, nous parait justifier la valeur trouv6e pour l'activit6 
de l'isocitrique deshydrog6nase. 

Rl~SUMl~ 

La croissance a6robique de S. carlsbergensis sur milieu glucos6 est caract6ris6e par 
un ph6nom~ne de diauxie. Cette levure respire faiblement le glucose, l'6thanol et 
l'ac6tate sans adaptation pr6alable. La d6ficience respiratoire est de nature adaptative. 
L'6tude de la cin~tique de r6dnction du cytochrome c, ainsi que de l'oxydation du 
succinate en extrait permet de localiser cette d6ficience au niveau de la succinique 
deshydrog6nase. Le fonctionnement du cycle tricarboxylique chez S. carlsbergensis 
est consid6r6 en fonction des activit6s obtenues pour la succinique deshydrog6nase 
et l'isocitrique deshydrog6nase. 
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