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SUMMARY 

Presence and regulation of the synthesis of two alcohol dehydrogenases from Saccha- 
romyces cerevisiae 

(I) Saccharomyces cerevisiae is able to synthesize two different alcohol dehydro- 
genases (alcohol:NAD oxidoreductase, EC I . I . I . I )  according to the culture carbon 
substrate: the alcohol dehydrogenase I produced by the yeast grown on glucose (aero- 
bic or anaerobic growth) is the fermentative alcohol dehydrogenase, and the alcohol 
dehydrogenase I I  produced by  the yeast grown on lactate or ethyl alcohol as a sole 
source of carbon and energy, is the oxidative alcohol dehydrogenase. 

(2) The difference between the two enzymes is shown by the study: (i) of their 
thermostability, (2) of their substrate specificity. 

(3) These two enzymes have common properties: they require NAD as co- 
factor and have the same optimal pH. 

(4) The alcohol dehydrogenase n is repressed by glucose. 

INTRODUCTION 

La levure Saccharomyces cerevisiae peut croltre en utilisant l '6thanol comme seule 
source carbon6e, soit que l '6thanol est fourni comme seule source de carbone, soit que 
la levure apr~s une croissance a6robie sur glucose assimile l'6thanol, produit de la 
fermentation a6robie, accumul6 dans le milieo. Les courbes de croissance prolong6e 
sur glucose t6moignent de ce ph6nom~ne par l 'apparit ion d'une diauxie. 

Le present travail  est consacr6 ~ l'6tude de la premiere enzyme de l 'assimilation 
de l '6thanol chez S. cerevisiae: l 'alcoold6shydrog6nase (alcool:NAD oxidor6ductase, 
EC I . i . i . i ) .  En effet, la croissance de la levure sur l '6thanol comporte l 'oxydation de 
l 'alcool en ac6tate avec la formation transitoire d'ac6tald6hyde. La pr6sence des en- 

* Pr~sente  a~tresse: Service de Biochimie,  Facul t~  de M6decine de l 'Un ivers i t6  de Bruxelles ,  
Bruxel les ,  Belgique.  
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zymes impliqufes dans cette oxydat ion - -  l 'alcool d~shydrog6nase qui oxyde l '~thanol 
en ac6tald6hyde et l 'ald6hyde d6shydrog~nase qui oxyde l 'ac~talddhyde en ac6tate 

- -  a ~t6 bien 6tablie chez S. cerevisiae. 
Si l 'alcool d~shydrog6nase de levure a fait l 'objet  de tr6s nolnbreuses 0tudes tant  

sur le plan de sa structure que sur le plan de son mdcanisme d'action,  en revanche peu 
de t r avaux  ont port(  j sur sa rdgulation. Peu sujette 5 d ' impor tantes  fluctuations, cette 
enzyme ~tait r@utSe 'const i tut ive '  chez la levure jusqu'~ ces derni~res anndes. 

Pour tan t  en I957, (;ALZY ET SLONIMSKI 3 ont observ6 des taux  d 'act ivi t6 d 'al-  
cool d6shydrog~nase plus 61ev6s chez S. cerevisiae cultivbe dans un milieu oll le lactate 
est la seule source de carbone que dans la levure cultivde sur glucose. Cependant,  la 
signification de ces teneurs 6levdes en alcool d6shydrog6nase sur lactate n 'appara l t  
pas imm6diatement  mSme en considdrant le double r61e possible de la rdacti()n cataly-  
s~e par l 'alcool dfshydrog6nase. Cette observation nous a incitSs 5 reprendre l 'dtude de 
la r6gulation de l'alcool d6shydrog6nase chez la levure. Le d~tail de nos r('sultats est 
pr6sent~ dans ce qui suit; un bref aper~u de ceux-ci a dtd publi6 s,l°. II existe deux ale(, 
ol dfshydrog6nases (I et II) dont  les r6gulations sont ind@endantes,  et la di'rd'pression 
catabolique de la d6shydrog6nase I l est responsable des ti)rtes variations observ6es. 
Plus r~cemment WITT, KRONAU ET HOLZER 11 d 'une  part, HOMMES 4 d 'au t re  part ,  sans 
distinguer les deux formes d 'alcool d6shydrog~nase% ont confirm(~ les variations de la 
teneur globale d'alcool db~shydrog~nase. Ces auteurs ont montr( '  que le taux d 'act iv i t (  ~ 
de l 'alcool d6shydrog6nase peut varier considfrablement chez la levure selon qu'elle 
dispose ou non de glucose et lorsqu'elle en dispose, suivant la concentrat ion initiale 
du milieu en glucose. HOLZER en a d6duit que la synth~se de t'alcool d6shydrog6nase 
est r@rim6e par  le glucose. Cet effet glucose au niveau de l 'alcool d6shydrog6nase 
permet  de contr61er l ' intensit6 de la glucon6og6n~se "~ partir  d '~thanol,  laquelle de- 
vient inutile lorsque la cellule dispose de glucose pour sa croissance. 

Le present travail  6tablit chez ~. cerevisiae l ' individualitd de deux alc()~)l ddshy- 
drog6nases impliqudes dans des m6tabolismes diff6rents. D6j~ en I057, FBISt:ZAKI ET 
BARRON 2 d6crivaient la pr6sence d 'une seconde alcool dSshydrogdnase chez la levure 
sans at tr ibuer ~ cette nouvelle enzyme un r61e particulier dans son m(,tabolisme. En 
fait, alors que l'alcool d(,shydrog6nase classique de la levure (alco()l ddshydrogdnase I) 
est directement li6e "~ la glycolyse oh elle assure la r6oxydat ion du N A I ) H  tout  en 
r6duisant l 'ac6tald6hyde en ~thanol, la nouvelle alcool d6~shydrogdnase (alcool d6shy- 
drog6nase II) assure l 'entr6e de l '6thanol dans le m(,tabolisme en l 'oxydant  en ac6t- 
ald6hyde. C'est principalement la synth6se de cette derniSre alcool d6shydrogdnase 
qui est sensible 5 la rdpression par le glucose. Les deux enzymes ont dt6 diffdrenti(~es 
sur la base de leur sp¢~cificit~ enzymatique,  de leur thermostabili t~ et de leur cindtique 

d ' inact ivat ion thermique. 

MATI~RIEL ET MI~THODES 

Souche levurieuue 
La souche de tevure utilis6e est une levure de boulangerie (Saccharomyces cere- 

visiae) de souche pure, 'Yeast  foam' normale diploide. 

Milieux de culture 
Le milieu naturel  complexe avec glucose contient par  1: Yeast extract ,  2.5 g; 
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KH2PO4, 2.7 g; (NH4)2S04, 2.6 g; MgSO4.7H,O , o.25 g; glucose, 2o.o g. La solution 
est amen6e ~ un pH final de 6. 5 et st6rilis6e ~ l 'autoctave. 

Le milieu de culture avec 6thanol est le m6me milieu naturel complexe que le 
pr6c6dent mais sans glucose. La solution est amen6e A un pH final de 5.0 et st6rilis6e 

l 'autoclave. 20 ml d'6thanol st6rilis6 par filtration sont ajout6s st~rilement par 1 
de milieu. 

Les milieux de culture avec ac6tate et lactate sont pr6par6s en substituant au 
glucose soit 6 g par 1 d'ac6tate de potassium, soit 22. 4 ml par 1 d'une solution ~t 50% de 
lactate de sodium. Les solutions sont amen6es ~ un pH final de 5.0 et st6rilis6es. 

Croissance des levures 
Les croissances, suivies au spectrophotom~tre Beckman B A 660 m/~, sont effec- 

tubes ~ 3 o°. L'a6ration des cultures est assur6e par l 'agitation constante des ballons 
sur l ' incubateur m6canique. 

Les cultures ana6robiques sont r6alis6es dans des ballons de 6 1 contenant 41 de 
milieu agit6 au moyen d 'un barreau magn6tique sous atmosphere d'azote. Les cellules 
sont r6colt6es, par centrifugation, en phase exponentielle de croissance (degr6 d'ab- 
sorption 1.2). 

Prdparation des extraits 
Apr~s centrifugation de la culture ~ o ° pendant 4 min ~ 3000 × g les culots de 

levure sont lav6s a l 'eau distill6e et remis en suspension dans du tampon phosphate 
0.05 M (pH 7.7) ~ raison de 5 g de poids humide environ dans 15 ml de tampon. Cette 
suspension est alors soumise aux ultrasons pendant 5 min dans un appareil Raytheon 
(Io Kc-25o W). L 'extrai t  total  obtenu est ensuite centrifug6 ~ 300o X g pendant 5 
min : le culot obtenu se compose de deux couches : l 'une inf6rieure, constitu6e de cellu- 
les intactes, l 'autre, sup6rieure, comportant  les parois cellulaires. Le liquide surna- 
geant qui constitue l 'extrait  brut est conserv6 ~ o °. Enfin, l 'extrait  brut est centrifug6 

ioo ooo x g pendant 30 min, il en r6sulte d 'une part,  un culot d 'aspect gelatineux 
que constituent les granulations cytoplasmiques et d 'autre part,  le liquide surnageant 
ou fraction soluble. 

Les prot6ines sont d6termin6es par la m6thode du biuret. 

Mesure de l'activitd de l'alcool ddshydrogdnase 
L'alcool d6shydrog6nase est dos6e dans l 'extrait  soluble suivant la m6thode de 

RACKER 7 clans le sens de l 'oxydation de l '6thanol en ac6tald6hyde. 
En pr6sence d 'un exc~s d'6thanol, la vitesse de r6duction de NAD est propor- 

tionnelle ~ la concentration en enzyme. La formation de NADH est suivie au spectro- 
photom&tre enregistreur Beckman DK1, sur un chemin optique de I cm ~ la longueur 
d'onde de 340 m#. 

Les activit6s sp6cifiques de l'alcool d6shydrog6nase sont exprim6es en unit6s 
rationnelles c'est-~-dire en/~M de NADH form6 par h/mg prot6ines, compte tenu du 
coefficient d'extinction molaire de NADH (6.22-lOS). 

Biochim. Biophys. Acta, 151 (i968) 317-329 
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RESULTATS 

Evolution de l'activitd d'alcool ddshydrogdnase au cours de la croissance de S. cerevisiae 
sur glucose 

Une croissance prolong~e de S. cerevisiae sur glucose comporte essentiellement 
trois phases distinctes: (i) la phase exponentielle de croissance sur glucose o/1 la levure 
fermente le glucose en produisant de l '6thanol qui s 'accumule dans le milieu; (2) la 
phase de ralentissement et de latence off l '@uisement du milieu en glucose provoque 
l'arrfit de la croissanc( aux d@ens de ce sucre, et (3) la phase de croissance exponen- 
tielle sur 6thanol off la levure assimile l '6thanol accumul6 pendant la fermentation 
(voir Fig. i). 

3 . 0 -  

2.0- 

1.Q) ~ 
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Fig. I. Croissance de S. cerevisiae sur  glucose (O) et  ac t iv i t6s  sp6cifiques d 'alcool  d6shydrog6nase  
(C)). Pour  le d6tail  des phases  voir  le texte .  

Afin d%tablir une ~ventuelle corr~lation entre l%volution de la physiologie cellu- 
laire pendant  cette croissance diauxique et l '~quipement enzymatique de la levure, des 
dosages d'activit~ de l'alcool d~shydrog~nase ont ~t~ effectu~s sur des fractions solu- 
bles d 'extraits  de levures r6colt~es au long de la croissance. 

Une augmentation sensible de l 'activit~ sp~cifique de cette enzyme a lieu pen- 
dant les phases (2) et (3) (voir Fig. I) au moment  off la levure, ayant  @uis~ le glucose 
prfisent dans le milieu s 'adapte  ~ d~grader l'alcool accumul~. 

Source carbonde de culture et taux d'activitd d'alcool ddshydrogdnase 
La d6termination des tau× d'activit6 de l'aicool d6shydrog6nase dans des ex- 

traits bruts de S. cerevisiae apr6s croissanee sur diff6rents substrats carbon6s a donn6 
les r6sultats suivants (voir Tableau I). 

Les extraits de levures cultiv6es sur 6thanol, lactate, ac6tate ou glyc6rol comme 
seule source de carbone pr6sentent tous des teneurs en alcool d6shydrog6nase tr+s 
sup6rieures aux levures cultiv6es sur glucose. 

Etude comparde des activitds d'alcool ddshydrogdnase chez S. cerevisiae suivant la nature 
du substrat carbond de culture 

Thermostabilitd. Afin de d6terminer la thermostabilit6 respective des diff6rentes 

Biochim. Biophys. Acta, 15i ( i968)317--329 



DEUX ALCOOL DI~SHYDROG]~NASES CHEZ LA LEVURE 321  

T A B L E A U  I 

TAUX D'ACTIVIT]~ D'ALCOOL DI~SHYDROG~NASE SUIVANT LA NATURE DU SUBSTRAT CARBON]~ DE 
CULTURE 

Source Dur~e (g) de Activit~ sp~cifique (unit~s) 
carbon~e croissance d'alcool d~shydrog~nase de 

(rain) levures r~colt~es en 

phase phase 
exponentielle stationnaire 

Glucose 45 20 60 
E t h a n o l  260 17o 25 ° 
L a c t a t e  260 200 260 
Ace ta t e  16o i i o  - -  
Glycerol  260 250 - -  

pr6parations d'alcool d6shydrog6nase, des extraits solubles ont 6t6 soumis pendant 5 
rain ~ l'action de temp6ratures croissantes et leur activit6 r6siduelle est dos6e & la 
temp6rature ordinaire (Fig. 2). L'alcool d6shydrog6nase des extraits provenant des 
levures cultiv6es sur 6thanol (extrait II) pr6sente une thermostabilit6 plus 61ev6e que 
celle des levures a6robiques ou ana6robiques sur glucose (extrait I). 

l oo  

L5 

~ 50" 

g , 
30 40 50 60 70 80 

TempOroture 

Fig. 2. Act iv i t~  r~siduelle d 'a lcool  d~shydrog~nase apr~s un  t r a i t e m e n t  t h e r m i q u e  de 5 min  
diff~rentes t e m p e r a t u r e s ;  O, e x t r a i t  de levures  cul t iv~es sur  glucose;  ©, e x t r a i t  de levures  cul- 
t iv6es sur  6thanol .  

Quant ~ l 'extrait sur lactate, il pourrait 6tre compos6 d'un m61ange des deux 
types d'alcool d6shydrog6nase. 

La temp6rature d'inactivation ou temp6rature ~ laquelle un traitement de 5 min 

T A B L E A U  I I  

TEMP]~RATURE D'INACTIVATION DE L'ALCOOL D]~SHYDROGI~NASE SUIVANT L'ORIGINE DE L'EXTRAIT 

Origine de Tempdrature Type d'alcool ddshydrog~nase 
l'extrait d' inactivation 

Glucose/a i r  59 ° 
Glucose/N 2 60 ° 
E t h a n o l  7 °0 
L a c t a t e  66.5 ° 

alcool  d6shydrog6nase  I 
alcool d~shydrog6nase  I 
alcool d6shydrog6nase  I I  
alcool d6shydrog~nase I e t  I [  

Biochim. Biophys. Acta, 151 (1968) 317-329 
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suffit pour inactiver 5. 50 o/~ l 'activit6 initialed' alcool d6shydrog4nase (d'apr6s KAPLAN 5) 
est d6duite de ces mesures de thermostabilit6 (Tableau II). 

CiTzdtique d'inactivation thermique 
Dans le but d'6valuer quanti tat ivement la thermor6sistance relative des alcool 

d&hydrog6nases, des extraits solubles de levure sur glucose (I) et sur 6thanol (II), 
pr6alablement dilu6s de mani6re ~ renfermer les mfimes concentrations en prot6ines, 

1 .004  

o_ 0 . 7 5 -  

,® 
> 

÷~ 0 5 O  ~ 

l 1 0 0  

°oiil& 
10 20 30 O 10 20 30 

Temps de chauffage (rain) 
lqg. 3. 1)~naturation thernlique des alcool d~shydrog6nases ~ 0i °, a,, Cin6tiques d ' inact ivat ion 
thermique  de l'alcool d4shydrog4nase I (O), de l'alcool d6shydrog4nase I I  (())  et d 'un  m41ange 
( q ) .  b. Droites &inact ivat ion des alcool d6shydrog6nase I (Q) et I I  (Q)) calcul6es d 'aprhs les 
donn~es de a. 

ainsi qu'un mflange des deux extraits, sont soumis 5 l 'action de la chaleur, ~ temp6ra- 
tures d6finies (53 °, 57 °, et 61 °) pendant divers intervalles; leur activit6 rdsiduelle est 
ensuite mesur6e ~ temp6rature ordinaire 12. 

La Fig. 3a repr6sente les cinftiques d' inactivation ~ 61 °. La thermod6naturation 
donne lieu tant  pour le~s extraits trait6s s6parfment que pour le m61ange, ~ des cin6ti- 
ques complexes qui d6montrent l'h6t6rog6n6it6 des 3 6chantillons. Mais alors que 
l'alcool dfshydrog6nase pr6sente dans l 'extrait  I (glucose) est inactiv6e ~ plus de 9o°./o 
apr6s 12 min ~ 61 °, l 'enzyme de l 'extrait  I I  (6thanol) conserve apr6s ce trai tement pr6s 
de 9o% de son activit6 initiale. Ceci confirme que les alcool d4shydrogdnases pr6sentes 
clans les deux types d 'extrai ts  diff6rent au moins par leur thermostabilit6. Ires droites 
d' inactivation des deux types d'alcool d6shydrog6nases ont 6% calcul6es d'apr6s les 
donn6es expfrimentales (Fig. 3b) et permettent  la dftermination de la demi-vie res- 
pective des deux composants (Tableau I I I ) .  

Ces valeurs se retrouvent tant  pour les composants de l 'extrait  sur glucose que 
pour ceux de l 'extrait  sur 6thanol, ce qui confirme l'identit6 des deux composants 
qui constituent l 'extrait  dans les deux cas. 

T A B L E A U  I I I  

I ) E M I - V I E  D E S  A L C O O L  D I ~ S H Y D R O G E N A S E S  X 6 1  ° 

Type d'alcool Demi-vie it 6z ° 
ddshydrogdnase 

Alcool d6shydrog6nase 1 I rain 39 sec 
Alcool d6shydrog6nase I I  87 rain 45 sec 

l~iochim. Biophys. dcta, i51 (r968) 317-329 
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T A B L E A U I V  

T E N E U R  DES D I F F ~ R E N T S  EXTRAITS EN ALCOOL D~SHYDROG~NASES I E T  II  

Origine de l'extrait Alcool Alcool 
d~shydrog~nase I d~shydrog~nase I [  
(%) (%) 

Glucose/air (phase exponentielle) 93 7 
Glucose/air (phase stationnaire) 64 36 
Glucose/azote 98 2 
Ethanol 37 63 
Lactate 55 45 

323 

L'extrapolation au temps z6ro des portions lin6aires des deux courbes permet 
de d6terminer le pourcentage des composants thermosensible (alcool d6shydrog6nase 
I) et thermor6sistant (alcool d6shydrog6nase II) dans les diff6rents extraits (Tableau 
IV).  

Spdcificitd enzymatique 
La comparaison des vitesses d'oxydation de divers alcools, dans des conditions 

standards, par les fractions solubles des extraits de levures a permis d'6tablir les 
spectres de sp6cificit6 des diff6rents extraits. 

Les alcools utilis6s comprennent des mol6cules en C1, Cz, Ca, Ca, C 5 et C s. I1 s'agit 
respectivement des alcools m6thylique, 6thylique, n-propylique et isopropylique, n- 
butylique, sec.-butylique et isobutylique, n-amylique et n-octylique; de plus, l'6thy- 
l~ne glycol et le glyc6rol ont 6galement servi de substrat. Les conditions de dosage 

_ ~  ~ ~ o  

' ~ , ~  o__ ~ .~ c, o , ~ ' ~  
100] ~ ~ ~: 

A 

. F l _ n  . . . . . . . . . .  
,~ l ° °  / ~ Iq B 

5 

~ • ~ R  . . . . . . . . . .  
0 100 -  
=o c 
& 

~50 ~ r] 
~; ~ . . n . . r m  . . . .  

1oo D 

G_ 

soo- ' i  n ~ F l ~ q ~ , ,  

o . F 1 . . n  . . . .  

Fig. 4. Spectres de sp6cificitd de l'alcool d6shydrogdnase des diff6rents extraits de levures. A, 
glucose/air; B, glucose/azote;  C, glucose/air-fin de croissance; D, 6 thanol ;  e t  E, lactate. 

Fig. 5. Spectres de sp6cificit6 de l'alcool ddshydrogdnase I (m), de l 'alcool dgshydrog6nase  II  ([5]) 
et de l'alcool d6shydrog6nase cristallis~e commerciale ([]) .  
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sont semblables A celles d6crites pour le dosage de l'alcool dfshydrogfnase avec des 
concentrations en alcools identiques A la concentiation en 6thanol. 

Les rfsultats sont group6s sons forme de graphiques o/1 les activitfs sont ex- 
prim6es en pourcent de l'activit6 pour l'6thanol prise comme lOO% (voir Fig. 4). 

Les activitfs d'alcool dfshydrogfnase d'extraits de S. cerevisiae prdsentent des 
diffbrences significatives de leur sp6cificit6 ~ l'6gard des alcools 6tudids selon la nature 
du substrat carbon6 de culture: si les activitfs d'alcool d6shydrog6nase d'extraits de 
levures cultiv6es sur glucose tant en afrobiose qu'en anafrobiose pr6sentent une gran- 
de similitude entre elles, elles se distinguent nettement des extraits de levures issues 
de cultures sur l'6thanol ou le lactate comme seule source de carbone, ces dernihres 
activitfs se comportant l'une et l 'autre semblablement. 

Quant au changement de source carbonfe qui s'effectue naturellement en fin de 
croissanee adrobique sur glucose, il s'aecompagne d'une modification de la sp4cificit6 
de l 'extrait vis4t-vis des alcools, qui est le reflet d'une variation de sa composition en 
alcool dfshydrog6nases. 

La Fig. 5 rdunit en un m6me graphique les aetivit6s de l'alcool dfshydrog6nase 
de levure cristallis6e commerciale Boehringer (valeurs donnfes par BARRON ET 
LEVINE 1) et les activit6s relatives des deux pr@arations solubles de S. cerevisiae culti- 
vfe sur glucose d'une part (alcool d6shydrogfnase I) et sur 6thanol d'autre part 
(alcool d6shydrogdnase II). 

Les activit6s de l'alcool d6shydrog6nase I sont comparables ~ celles de l'alcool 
d6shydrog6nase cristallJs6e, tandis que les activit6s de l'alcool d6shydrog6nase II  s'en 
distinguent par une oxydation renforcde des alcools sup6rieurs. 

Oxydation de l'alcool cinnamylique 
EBISUZAKI ET BARRON 2 ont d6crit la prdsence d'une neconde alcool d6shydrog6- 

nase chez la levure qu'ils nomment 6galelnent alcool d6shydrog6nase II. Parmi le~ 
aleool~ oxydables par cette nouvelle enzyme figure l'aleool cinnamylique qui est oxyd6 
io lois plus rapidement par l'alcool dfshydrog6nase I I que par l'alcool dfshydrogfnase 

classique. 
L'6tude de la sp6cificit6 enzymatique rut 6tendue A l'alcool cinnamylique afin 

d'6tablir une 6ventuelle identit6 entre l'alcool d6shydrog6nase II d'EBISUZAKI ET 
]3ARRON et l'alcool d6shydrogfnase II  thermor6sistante raise en 6vidence dans les 
divers extraits de levures au cours de la prdsente recherche. 

Le Tableau V groupe les activit6s relatives pour l'aleool cinnamylique des diff6- 

TABLEAU \: 

O X Y I ) A T I O N  D E  L ' A L C O O L  C I N N A M Y L I Q U F ,  P A R  L E S  D I F F ~ R E N T S  E X T R A I T S  

Origine de l'exlrait ,4 ctivitd 
d'oxydation 
de l'alcool 
cinnamylique 

Glucose/Ne 4 
Glucose/air (phase exponentiellc) 4 
Glucose/air (phase stationnaire) 26 
Ethanol 36 
Lactate 3 ° 

Biochim. Biophys. dc!a, I5~ (1968) 317-329 
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TABLEAU VI 

SP~CIFICIT~ ENZYMATIQUE AVANT ET APR~S UN TRAITEMENT THERMIQUE ~ 6I ° PENDANT 15 min 

A lcools A rant A pros 

n-Propano l  31 49 
n - B u t a n o l  15 36 
I sobu tano l  1.6 3.9 
Alcool c i nnamyl ique  6.5 2 I 
Octanol  1.4 9.2 

rents extraits compte tenu de ce que l'on a attribu6 la valeur IOO ~ l'activit6 vis-a-vis 
de l'~thanol. 

Ces r6sultats, rapproch6s de ceux d'EBISUZAKI ET BARRON, semblent indiquer 
qu'il y a identit6 entre les deux enzymes au moins sur la base de l 'activit6 ~ l '6gard 
de l'alcool cinnamylique. 

Ddnaturation thermique et spdcificitd enzymatique 
Soumis hun  trai tement thermique ~ 61 ° pendant 15 rain, la fraction soluble d 'un 

extrait  de levures cultiv6es sur glucose perd 90% de son activit6 d'alcool d6shydro- 
g6nase. Ce trai tement thermique mod6r6 r6alise l ' inactivation s61ective de l 'enzyme 
la plus thermosensible, l'alcool d6shydrog6nase I, sans d~naturer simultan6ment 
l 'autre composante, l'alcool d6shydrog6nase I I  (d'apr~s la Fig. 3a). 

Imm6diatement apr~s ce trai tement les 6chantillons sont refroidis dans la glace 
et les activit6s d 'oxydation des diff6rents alcools sont ensuite mesur6es ~ la temp6ra- 
ture ordinaire. 

Le Tableau VI groupe les r6sultats de sp6cificit6 avant  et apr~s le traitement 
thermique. 

La sp~cificit~ de l 'activit6 r~siduelle est sensiblement modifi6e dans le sens d'une 
oxydation accrue des alcools sup6rieurs. Au contraire, un traitement thermique sem- 

T A B L E A U  V I I  

ACTIVITI~ DES DEUX ALCOOL Dt~SHYDROG1~NASES AU LONG DE LA CROISSANCE PROLONG]~E DE SaC- 
charomyces cerevisiae SUR GLUCOSE 

Degr~ Activitd d'alcool d~shydrogdnase (unilds) % en alcool 
d'absorption ddshydrog~nase I1 

Initiale A pr~s A lcool d~shydro- 
d~naturation gdnase I calculde 
thermique par difference 
(alcool ddshy- 
drogdnase I I )  

°-4°0 72.7 2.4 7o.3 3.3 
o.84 ° 68.6 2.45 66 3.6 
1.2oo 57.4 2.9 54-5 5.I 
1.56° 89.3 5.5 83. 7 6.2 
1.7oo 90.5 8.4 82 9.3 
1.86o lOO.5 17. 7 83 17.6 
1.94 ° 119.6 23. 4 96 19. 5 
2.29o 156 50 lO6 32 
3.2oo 17 ° 61 lO9 36 
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blable effectu4 sur un extrait soluble de levures cultivfes sur 6thanol n'en modifie pas 
la sp6cificit6. 

Vitesses diffdrentielles de synth),se des alcool ddshydrogdnases au cours de la croissance 
prolongde sur glucose 

La r6sistance de l'alcool d6shydrogfnase II  ~ l'inactivation lors d 'un traitement 
thermique mod6r6 a permis d'6valuer sa concentration relative dans les extraits de 
levures rdcolt6es aux diverses densit4s optiques. 

~" 100 

+~ 5o 
s 

250 500 750 
P ro t6ines (lag / ml) 

Fig. 6. Vitesse diff6rentielle de synth6se des alcool d~shydrog4nases.  Q, alcool ddshydrogdnase 
totale;  O, alcool d6shydrog~nase II .  

Les 6chantillons d'extraits solubles sont plac6s pendant ~5 rain 5 0i ~' puis re- 
froidis rapidement dans la glace. Leur activit6 r6siduelle est ensuite mesur6e ~ tempf- 
rature ordinaire. 

Les activitfs avant et apr4s ce traitement ainsi que le pourcentage des 6chan- 
tillons en alcool d6shydrogfnase II  sont consignfs dans le Tableau VII. 

Une repr6sentation graphique de la vitesse difffrentielle de synth6se des diff6- 
rentes alcool dfshydrogfnases au cours de la croissance de S. cerevisiae sur glucose est 
obtenue en portant la quantit6 d'alcool d6shydrog6nase synth6tisfe par rapport 5L la 
quantit6 de prot6ines synthftis6es (Fig. 6). 

I1 y apparait une nette discontinuit6 dans la synth6se de l'alcool dfshydrog4nase 

T A B L E A U  V I I I  

VITESSES DIFFI%R]ENTIELLES DE SYNTHtgSE ET TAUX DE Dt~RI~PRESSION DES ALCOOL D~;SttYDRO- 

GleN ASES 

Enzymes Phases Vitesses Ta~x de 
diffgrentielles ddrdpressio~z 
de synth~se 
(unit#s/too fig) 

Alcool d4shydrog~nase totale Exponentiel le 6 54  
Stationnaire 3z.5 

Alcool d~shydrog6nase I Exponentiel le  5.7 2.2 
Stat ionnaire 12.5 

Alcool d6shydrog6nase It  Exponentiel lc o. 3 60.o 
Stat ionnairc zo 
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globale qui est principalement le reflet de l'amorce de la synth~se de l'alcool d6shydro- 
g6nase II. 

Enfin, ces r6sultats permettent de chiffrer en unit6s d'activit6 par IOO #g de 
protfines, les vitesses diff6rentielles de synth~se des diff6rentes alcool d6shydrogfnases 
et d'6valuer le taux de dfr6pression des diverses enzymes au cours de la transition 
phase exponentielle-phase stationnaire (Tableau VIII). 

DISCUSSIONS ET CONCLUSIONS 

L'6tude compar6e des activit~s d'alcool d6shydrog6nase prfsentes chez S. cere-. 
visiae cultivfe sur diff6rents substrats carbon6s d6montre l'existence chez cette levure 
de deux prot6ines diff6rentes A activit6 d'alcool d6shydrog6nase: l'alcool d6shydro- 
g6nase I, pr~sente principalement dans la levure en croissance tant a6robique qu'an- 
afrobique sur glucose et l'alcool d6shydrog~nase II, responsable de la majeure partie 
de l'activit6 d'alcool d6shydrog6nase des extraits de levure sur 6thanol. Quant A l'ac- 
tivit6 d'alcool d~shydrogfnase de l 'extrait de levure sur lactate, elle r6sulte de la 
prfsence dans l 'extrait d 'un m61ange des deux types d'enzymes. 

En se d6veloppant difffremment chez la levure suivant la nature du milieu de 
culture, il semble que les deux enzymes puissent relever de deux m6tabolismes dis- 
tincts. Ainsi, l'alcool dfshydrog6nase I principalement produite par la levure qui 
assimile le sucre selon un mftabolisme essentiellement fermentaire, dolt fonctionner 
in vivo dans le sens physiologique, A savoir la rfduction de l'ac~tald6hyde en 6thanol. 
C'est l'alcool d~shydrog6nase fermentative dont la spfcificit6 est marqu6e pour l'ac6t- 
ald6hyde qui constitue vraisemblablement son unique substrat physiologique. 
D'autre part, l'alcool dfshydrog~nase II qui se d6veloppe lorsque la levure crolt sur 
~thanol comme seule source carbonfe, appartient au m6tabolisme oxydatif  en fonc- 
tionnant principalement dans le sens de l 'oxydation de l'6thanol en acftaldfhyde. 
C'est l'alcool d6shydrog6nase oxydative qui poss~de une sp6cificit6 6tendue aux alcools 
en C a et C 4 et pourrait 6galement jouer un r61e dans la d6toxication de la cellule vis-A- 
vis des alcools sup6rieurs. 

L'6volution de la teneur des cellules de levure en les deux alcool d6shydrog6nases 
au cours de la croissance a~robique sur glucose confirme le r61e imput6 aux deux 
enzymes. 

Mise ~ part l'6tude dfj~ cit~e d'EBISUZAKI ET BARRON, peu de travaux avaient 
conduit leurs auteurs ~ envisager la possibilit6 d'une h6tfrog6nfit6 de l'alcool d6s- 
hydrog~nase de la levure. 

Dans une revue r6cente, SUND ET THEORELL o estiment que les r6sultats actuels 
ne permettent pas de conclure d6finitivement A l'existence de deux alcool d6shydro- 
g~nases diff6rentes chez la levures. 

Avec l'application de crit~res tels que la thermostabilit6 et la sp6cificit~, ce 
travail apporte des ~rguments suppl~mentaires en faveur de l'h6t6rogfn~it6 de l'alcool 
d6shydrog6nase chez la levure. De plus, l'6tude compar6e de la vitesse d'oxydation 
de l'alcool cinnamylique par les deux enzymes 6tablit une similitude entre l'alcool 
d6shydrog6nase II d6crite par EBISUZAKI ET BARRON, et l'alcool dfshydrogfnase oxy- 
dative, ce qui parait confirmer d6finitivement l'existence de deux enzymes difffrentes 
chez S. cerevisiae. 

Ainsi, la prfsence de deux alcool d6shydrog6nases chez la levure constitue-t-elle 
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un nouvel exemple du d6doublement d'une enzyme impliqu6e dans deux voles mdta- 
boliques ayant une drape en commun pour en garantir la coordination G. 

En ce qui concerne la rfgulation des alcool d6shydrogfnases, les exp6riences 
dfcrites sugg6rent que la synth6se de l'alcool dfshydrog6nase II  est rfprimde par le 
glucose. En effet, cette enzyme apparait soit en fin de croissance sur glucose, soit en 
croissance sur un substrat tel que le lactate ou l'4thanol. Les fairs observ6s par GALZY 
ET SLONIMSKI a correspondent donc "t la d6r@ression de l'alcool d6shydrog6nase 
oxydative provoqude par l'absence de glucose. Quant ~: la r6pression de l'alcool d6s- 
hydrog6nase par le glucose dfcrite par WITT, KRONAU ET HOLZER II l'dvaluation des 
taux de dfrfpression nous sugg6re que c'est l'alcool ddshydrog6nase oxvdative qui est 
principalement rfprimbe lors de la croissance de la levure sur glucose. Par contre, 
l '@uisement du milieu en glucose ne modifie que faiblement le taux de synthbse de 
l 'enzyme fermentative dont la r6gulation semble l'apparenter aux enzymes constitu- 
rives. 

En conclusion, la levure S. cerevisiae synth6tise deux alcool ddshydrog6nases 
diffdrentes tant par leur thermostabilit6 que par leur sp6cificit6. Leur s@aration phy- 
sique et leur purification sont actuellement 5~ l%tude. Ce d6doublement des enzymes 
qui rend possible une r6gulation ind@endante des deux fonctions auxquelles participe 
l'alcool d6shydrog6nase soul6ve le probl6me de l'origine et de l'(wolution de ces dds- 
hydrog6nases dans le cadre de la chaine de difffrenciation 6w}lutive qui a donn6 
naissance aux types extr6mement nombreux de la famille des levures. 

RESUMt~ 

Saccharomyces cerevisiae peut synth6tiser deux alcool d6shydrog6nases diff6ren- 
tes suivant la nature de la source carbon6e de culture: une alcool d6shydrog6nase I 
produite par la cellule en croissance a6robique ou ana6robique sur glucose (alcool d6s- 
hydrog6nase fermentative) et une alcool d6shydrog6nase I I  produite par la levure en 
croissance sur un substrat respiratoire tel que le lactate ou l'6thanol (alcool d6s- 
hydrog6nase oxydative). 

Les deux alcool d6shydrog6nases ont 6t6 diff6renci6es par l'dtude de: (I) leur 
d6naturation thermique; (2) leur sp6cificit6 aux substrats. 

Ces deux enzymes ont des propri6t6s communes: elles exigent toutes deux le 
NAD comme cofacteur et ont m4me pH optimum. 

L'alcool d6shydrog6nase II  e~t r6prim6e par le glucose. 
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