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SUMMARY

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

(1) Saccharomyces cerevisiae is able to synthesize two different alcohol dehydro-
genases (alcohol:NAD oxidoreductase, EC 1.1.1.1) 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 II 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: (1) 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 II is repressed by glucose.

INTRODUCTION

La levure Saccharomyces cerevisiae peut croitre en utilisant 1’éthanol comme seule
source carbonée, soit que I’éthanol est fourni comme seule source de carbone, soit que
la levure aprés une croissance aérobie sur glucose assimile 1’éthanol, produit de la
fermentation aérobie, accumulé dans le miliev. Les courbes de croissance prolongée
sur glucose témoignent de ce phénomeéne par I’apparition d’une diauxie.

Le présent travail est consacré a I'étude de la premiére enzyme de ’assimilation
de 1’éthanol chez S. cerevisiae: 1'alcool déshydrogénase (alcool:NAD oxidoréductase,
EC 1.1.1.1). En effet, la croissance de la levure sur I’éthanol comporte 1'oxydation de
Ialcool en acétate avec la formation transitoire d’acétaldéhyde. La présence des en-
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Bruxelles, Belgique.

Biochim. Biophys. Acta, 151 (1968) 317-329



318 L. SCHIMPFESSEL

zymes impliquées dans cette oxydation — I'alcool déshydrogénase qui oxyde I’éthanol
en acétaldéhyde et V'aldéhyde déshydrogénase qui oxyde l'acétaldéhyde en acétate
— a été bien établie chez S. cerevisiae.

Si 'alcool déshydrogénase de levure a fait I’objet de trés nombreuses ¢tudes tant
sur le plan de sa structure que sur le plan de son mécanisme d’action, en revanche pea
de travaux ont porté sur sa régulation. Peu sujette a d'importantes fluctuations, cette
enzyme était réputée ‘constitutive’ chez la levure jusqu’a ces dernicres années.

Pourtant en 1957, GALZY ET SLONIMSKI? ont observé des taux d’activité d’al-
cool déshydrogénase plus élevés chez S. cerevisiae cultivée dans un milieu ot le lactate
est la seule source de carbone que dans la levure cultivée sur glucose. Cependant, la
signification de ces teneurs élevées en alcool déshydrogénase sur lactate n'apparait
pas immédiatement méme en considérant le double rdle possible de la réaction cataly-
sée par 'alcool déshydrogénase. Cette observation nous a incités a reprendre I'¢tude de
la régulation de I'alcool déshydrogénase chez la levure. Le détail de nos résultats est
présenté dans ce qui suit; un bref apercu de ceux-ci a ¢t¢ publié®10. Il existe deux alco-
ol déshydrogénases (I et 11) dont les régulations sont indépendantes, et la dérépression
catabolique de la déshydrogénase 11 est responsable des fortes variations observées.
Plus récemment WITT, KrRONAU ET HoLZERY d'une part, HoMMEs? d’autre part, sans
distinguer les deux formes d’alcool déshydrogénases, ont confirmé les variations de la
teneur globale d’alcool déshydrogénase. Ces auteurs ont montré que le taux d'activité
de I'alcool déshydrogénase peut varier considérablement chez la levure selon qu'elle
dispose ou non de glucose et lorsqu’elle en dispose, suivant la concentration initiale
du milieu en glucose. HOLZER en a déduit quela synthése de 'alcool déshydrogénase
est réprimée par le glucose. Cet effet glucose au niveau de I'alcool déshydrogénase
permet de controler I'intensité de la gluconéogénese a partir d’éthanol, laquelle de-
vient inutile lorsque la cellule dispose de glucose pour sa croissance.

Le présent travail établit chez S. cerevisiae U'individualit¢ de deux alcool déshy-
drogénases impliquées dans des métabolismes différents. Déja en 1957, EBISUZAKI ET
BARRON? décrivaient la présence d'une seconde alcool déshydrogénase chez la levure
sans attribuer a cette nouvelle enzyme un réle particulier dans son métabolisme. In
fait, alors que I’alcool déshydrogénase classique de la levure (alcool déshydrogénase I)
est directement liée 2 la glycolyse ou elle assure la réoxydation du NADH tout en
réduisant l'acétaldéhyde en éthanol, Ja nouvelle alcool déshydrogénase (alcool déshy-
drogénase 11) assure l'entrée de I'éthanol dans le métabolisme en l'oxydant en acét-
aldéhyde. C'est principalement la synthese de cette derniére alcool déshydrogénase
qui est sensible a la répression par le glucose. Les deux enzymes ont ¢té différentiées
sur la base de leur spécificité enzymatique, de leur thermostabilité et de leur cinétique
d’inactivation thermique.

MATERIEL ET METHODES

Souche levurienne
La souche de levure utilisée 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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KH,PO,, 2.7 g; (NH,),S0,, 2.6 g; MgSO,-7H,0, 0.25 g; glucose, 20.0 g. La solution
est amenée & un pH final de 6.5 et stérilisée A I'autoclave.

Le milieu de culture avec éthanol est le méme milieu naturel complexe que le
précédent mais sans glucose. La solution est amenée 4 un pH final de 5.0 et stérilisée
a 'autoclave. 20 ml d’éthanol stérilisé par filtration sont ajoutés stérilement par 1
de milieu.

Les milieux de culture avec acétate et lactate sont préparés en substituant au
glucose soit 6 g par 1 d’acétate de potassium, soit 22.4 ml par 1 d’une solution a 509, de
lactate de sodium. Les solutions sont amenées & un pH final de 5.0 et stérilisées.

Croissance des levures

Les croissances, suivies au spectrophotométre Beckman B 4 660 my, sont effec-
tuées & 30°. L'aération des cultures est assurée par l'agitation constante des ballons
sur l'incubateur mécanique.

Les cultures anaérobiques sont réalisées dans des ballons de 6 | contenant 41lde
milieu agité au moyen d'un barreau magnétique sous atmosphére d’azote. Les cellules
sont récoltées, par centrifugation, en phase exponentielle de croissance (degré d’ab-
sorption 1.2).

Préparation des extraits

Aprés centrifugation de la culture 4 0° pendant 4 min 4 3000 X g les culots de
levure sont lavés a 'eau distillée et remis en suspension dans du tampon phosphate
0.05 M (pH 7.7) 4 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
(ro Kc-250 W). L'extrait total obtenu est ensuite centrifugé 4 3000 X g pendant 5
min: le culot obtenu se compose de deux couches: I'une inférieure, constituée de cellu-
les intactes, l'autre, supérieure, comportant les parois cellulaires. Le liquide surna-
geant qui constitue 'extrait brut est conservé 4 0°. Enfin, I'extrait brut est centrifugé
a 100 000 X g pendant 30 min, il en résulte d’une part, un culot d’aspect gelatineux
que constituent les granulations cytoplasmiques et d’autre part, le liquide surnageant
ou fraction soluble.

Les protéines sont déterminées par la méthode du biuret.

Mesure de I activité de I alcool déshydrogénase

L’alcool déshydrogénase est dosée dans I'extrait soluble suivant la méthode de
RACKER? dans le sens de I'oxydation de I’éthanol en acétaldéhyde.

En présence d'un excés d’éthanol, la vitesse de réduction de NAD est propor-
tionnelle a la concentration en enzyme. La formation de NADH est suivie au spectro-
photometre enregistreur Beckman DK, sur un chemin optique de 1 cm 4 la longueur
d’onde de 340 mu.

Les activités spécifiques de 1'alcool déshydrogénase sont exprimées en unités
rationnelles c’est-a-dire en uM de NADH formé par h/mg protéines, compte tenu du
coefficient d’extinction molaire de NADH (6.22-10%).
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320 L. SCHIMPFESSEL
RESULTATS

Evolution de I activité d’alcool déshydrogénase au cours de la croissance de S. cevevisiae
sur glucose

Une croissance prolongée de S. cerevisiae sur glucose comporte essentiellement
trois phases distinctes: (1) la phase exponentielle de croissance sur glucose o la levure
fermente le glucose en produisant de I'éthanol qui s’accumule dans le milieu; (2) la
phase de ralentissement et de latence oti I'épuisement du milieu en glucose provoque
I'arrét de la croissance aux dépens de ce sucre, et (3) la phase de croissance exponen-
tielle sur éthanol ol la levure assimile 1'éthanol accumulé pendant la fermentation
(voir Fig. 1).
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Fig. 1. Croissance de S. cervevisiae sur glucose (@) et activités spécifiques d’alcool déshydrogénasc
(). Pour le détail des phases voir le texte.

Afin d’établir une éventuelle corrélation entre I'évolution de la physiologie cellu-
laire pendant cette croissance diauxique et I'équipement enzymatique de la levure, des
dosages d’activité de 1’alcool déshydrogénase ont été effectués sur des fractions solu-
bles d’extraits de levures récoltées au long de la croissance.

Une augmentation sensible de V'activité spécifique de cette enzyme a lieu pen-
dant les phases (2) et (3) (voir Fig. 1) au moment ol la levure, ayant épuisé le glucose
présent dans le milieu s’adapte 4 dégrader I'alcool accumulé.

Source carbonée de culture et taux d’activité d’alcool déshydrogénase

La détermination des taux d’activité de 'alcool déshydrogénase dans des ex-
traits bruts de S. cerevisiae aprés croissance sur différents substrats carbonés a donné
les résultats suivants (voir Tableau I).

Les extraits de levures cultivées sur éthanol, lactate, acétate ou glycérol comme
seule source de carbone présentent tous des teneurs en alcool déshydrogénase trés
supérieures aux levures cultivées sur glucose.

Etude comparée des activités @ alcool déshydrogénase chez S. cerevistae survant la nature
du substrat carboné de culture
Thermostabilité. Afin de déterminer la thermostabilité respective des différentes
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TABLEAUI

TAUX D’ACTIVITE D’ALCOOL DESHYDROGENASE SUIVANT LA NATURE DU SUBSTRAT CARBONE DE
CULTURE

Source Duvée (g) de Activité spécifique (unités)
cavbonée croissance d’alcool déshydrogénase de
(min) levures vécoltées en
phase phase
exponentielle stationnairve
Glucose 45 20 60
Ethanol 260 170 250
Lactate 260 200 260
Acétate 160 110 —
Glycérol 260 250 —

préparations d'alcool déshydrogénase, des extraits solubles ont été soumis pendant 5
min a l'action de températures croissantes et leur activité résiduelle est dosée 3 la
température ordinaire (Fig. 2). L’alcool déshydrogénase des extraits provenant des
levures cultivées sur éthanol (extrait IT) présente une thermostabilité plus élevée que
celle des levures aérobiques ou anaérobiques sur glucose (extrait I).

Pourcentoge d'activité

36 40 50 60 70 80
Température

Fig. 2. Activité résiduelle d’alcool déshydrogénase aprés un traitement thermique de 5 min 3
différentes températures; @, extrait de levures cultivées sur glucose; O, extrait de levures cul-
tivées sur éthanol.

Quant a Uextrait sur lactate, il pourrait étre composé d’un mélange des deux
types d’alcool déshydrogénase.
La température d’inactivation ou température & laquelle un traitement de 5 min

TABLEAU II

TEMPERATURE D’INACTIVATION DE L’ALCOOL DESHYDROGENASE SUIVANT L’ORIGINE DE L’EXTRAIT

Origine de Température Type d’alcool déshydrogénase

Vextrait d’tnactivation

Glucose/air  59° alcool déshydrogénase I
Glucose/N, 60° alcool déshydrogénase I
Ethanol 70° alcool déshydrogénase IT
Lactate 66.5° alcool déshydrogénase I et I
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322 L. SCHIMPFESSEL

suffit pourinactiver & 509, l'activitéinitiale d’alcool déshydrogénase (d’aprés KapLan®)
est déduite de ces mesures de thermostabilité (Tableau 11).

Cinétique d’tnactivation thermique

Dans le but d’évaluer quantitativement la thermorésistance relative des alcool
déshydrogénases, des extraits solubles de levure sur glucose (I) et sur éthanol (II),
préalablement dilués de maniére 4 renfermer les mémes concentrations en protéines,

100

iog activité spécifique

Q75

R
Qo 10 20 30 0] 10 20 30
Temps de chauffage (min}

Fig. 3. Dénaturation thermique des alcool déshydrogénases & 61° a. Cinétiques d'inactivation
thermique de l'alcool déshydrogénase 1 (@), de l'alcool déshydrogénase 1T () ct d’un mélange
(+). b. Droites d’inactivation des alcool déshydrogénase 1 (@) et IT (()) calculées d’apres les
données de a.

ainsi qu'un mélange des deux extraits, sont soumis a l'action de la chaleur, & tempéra-
tures définies (53°, 57°, et 61°) pendant divers intervalles; leur activité résiduelle est
ensuite mesurée 4 température ordinaire!®.

La Fig. 3a représente les cinétiques d’inactivation a 61°. La thermodénaturation
donne lieu tant pour les extraits traités séparément que pour le mélange, & des cinéti-
ques complexes qui démontrent I'hétérogénéité des 3 échantillons. Mais alors que
I'alcool déshydrogénase présente dans 'extrait 1 (glucose) est inactivée 4 plus de go%,
aprés 12 min a 61°, 'enzyme de Uextrait 1T (éthanol) conserve aprés ce traitement pres
de 909, de son activité initiale. Ceci confirme que les alcool déshydrogénases présentes
dans les deux types d’extraits différent au moins par leur thermostabilité. Les droites
d’inactivation des deux types d’alcool déshydrogénases ont été calculées d’apres les
données expérimentales (Fig. 3b) et permettent la détermination de la demi-vie res-
pective des deux composants (Tableau IIT).

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

TABLEAU III

DEMI-VIE DES ALCOOL DESHYDROGENASES A 61°

Type d’alcool Demi-vie a 61°
déshvdrogénase

Alcool déshydrogénase 1 I min 39 sec
Alcool déshydrogénase 11 87 min 45 sec
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TABLEAU IV

TENEUR DES DIFFERENTS EXTRAITS EN ALCOOL DESHYDROGENASES I ET 11

Origine de Uextrait Alcool Alcool
déshydvogénase I déshydvogénase [T
(%) (%)

Glucose/air (phase exponentielle) 93 7

Glucose/air (phase stationnaire) 64 36

Glucosefazote 98 2

Ethanol 37 63

Lactate 55 45

L’extrapolation au temps zéro des portions linéaires des deux courbes permet
de déterminer le pourcentage des composants thermosensible (alcool déshydrogénase
I) et thermorésistant (alcool déshydrogénase II) dans les différents extraits (Tableau
V).

Spécificité 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’établir les
spectres de spécificité des différents extraits.

Les alcools utilisés comprennent des molécules en C,, C,, C, C,, C4 et Cq. Il s'agit
respectivement des alcools méthylique, éthylique, n-propylique et isopropylique, -
butylique, sec.-butylique et isobutylique, #-amylique et n-octylique; de plus, 1'éthy-
léne glycol et le glycérol ont également servi de substrat. Les conditions de dosage
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Fig. 4. Spectres de spécificité de I'alcool déshydrogénase des différents extraits de levures. A,
glucosefair; B, glucosefazote; C, glucose/air—fin de croissance; D, éthanol ; et E, lactate.

Fig. 5. Spectres de spécificité de I’alcool déshydrogénase I (M), de I’alcool déshydrogénase II ([])
et de I'alcool déshydrogénase cristallisée commerciale (A

A)-
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sont semblables & celles décrites pour le dosage de l'alcool déshydrogénase avec des
concentrations en alcools identiques A la concentration en éthanol.

Les résultats sont groupés sous forme de graphiques ol les activités sont ex-
primées en pourcent de P'activité pour 1'éthanol prise comme 1009, (voir I'ig. 4}.

Les activités d’alcool déshydrogénase d’extraits de S. cerevisiae présentent des
différences significatives de leur spécificité a 1'égard des alcools étudiés selon la nature
du substrat carboné de culture: si les activités d’alcool déshydrogénase d’extraits de
levures cultivées sur glucose tant en aérobiose qu'en anaérobiose présentent une gran-
de similitude entre elles, elles se distinguent nettement des extraits de levures issues
de cultures sur I'éthanol ou le lactate comme seule source de carbone, ces derniéres
activités se comportant I'une et 'autre semblablement.

Quant au changement de source carbonée qui s’effectue naturellement en fin de
croissance aérobique sur glucose, il s’accompagne d'une modification de la spécificité
de I'extrait vis-a-vis des alcools, qui est le reflet d’'une variation de sa composition en
alcool déshydrogénases.

La Fig. 5 réunit en un méme graphique les activités de I'alcool déshydrogénase
de levure cristallisée commerciale Boehringer (valeurs données par BARRON ET
LEVINEY) et les activités relatives des deux préparations solubles de S. cerevisiae culti-
vée sur glucose d'une part (alcool déshydrogénase I) et sur éthanol d'autre part
(alcool déshydrogénase 1I).

Les activités de I'alcool déshydrogénase I sont comparables 4 celles de I'alcool
déshydrogénase cristallisée, tandis que les activités de 1'alcool déshydrogénase 1T s'en
distinguent par une oxydation renforcée des alcools supérieurs.

Oxydation de I'alcool cinnamylique

EBisuzaki ET BARrRON? ont décrit la présence d’une seconde alcool déshydrogeé-
nase chez la levure qu’ils nomment également alcool déshydrogénase II. Parmi les
alcools oxydables par cette nouvelle enzyme figure I'alcool cinnamylique qui est oxydé
10 fois plus rapidement par I’alcool déshydrogénase IT que par I'alcool déshydrogénase
classique.

L’étude de la spécificité enzymatique fut étendue a l'alcool cinnamylique afin
d’établir une éventuelle identité entre 1'alcool déshydrogénase 11 d’EBISUZAKI ET
BARROXN et l'alcool déshydrogénase II thermorésistante mise en évidence dans les
divers extraits de levures au cours de la présente recherche.

Le Tableau V groupe les activités relatives pour I'alcool cinnamylique des diffé-

TABLEAU V

OXYDATION DE L'ALCOOL CINNAMYLIQUE PAR LES DIFFERENTS EXTRAITS
Ovigine de Uextrait Activité

d’oxydation

de U'alcool

cinnamvligue

Glucose/N, 4
Glucose/air (phase cxponentielle) 4
Glucose/air (phase stationnaire) 26
Ethanol 36
Lactate 30
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TABLEAU VI

SPECIFICITE ENZYMATIQUE AVANT ET APRES UN TRAITEMENT THERMIQUE A 61° PENDANT 15 min

Alcools Avant Apreés
n-Propanol 31 49
n-Butanol 15 36
Isobutanol 1.6 3.9
Alcool cinnamylique 6.5 21
Octanol 1.4 9.2

rents extraits compte tenu de ce que I'on a attribué la valeur 100 a l'activité vis-a-vis
de 1’éthanol.

Ces résultats, rapprochés de ceux d’EBISUZAKI ET BARRON, semblent indiquer
qu’il y a identité entre les deux enzymes au moins sur la base de I'activité a I'égard
de l'alcool cinnamylique.

Dénaturation thermique et spécificité enzymatique

Soumis a un traitement thermique a 61° pendant 15 min, la fraction soluble d'un
extrait de levures cultivées sur glucose perd 9o9%, de son activité d’alcool déshydro-
génase. Ce traitement thermique modéré réalise I'inactivation sélective de I'enzyme
la plus thermosensible, I'alcool déshydrogénase I, sans dénaturer simultanément
I’autre composante, 'alcool déshydrogénase II (d’aprés la Fig. 3a).

Immédiatement aprés ce traitement les échantillons sont refroidis dans la glace
et les activités d’oxydation des différents alcools sont ensuite mesurées a la tempéra-
ture ordinaire.

Le Tableau VI groupe les résultats de spécificité avant et aprés le traitement
thermique.

La spécificité de l'activité résiduelle est sensiblement modifiée dans le sens d'une
oxydation accrue des alcools supérieurs. Au contraire, un traitement thermique sem-

TABLEAU VII

ACTIVITE DES DEUX ALCOOL DESHYDROGENASES AU LONG DE LA CROISSANCE PROLONGEE DE Sa¢-
charomyces cerevisiae SUR GLUCOSE

Degré Activité d’alcool déshydvogénase (unités) % en alcool
d’absor ption déshydrogénase 11
Initiale Aprés Alcool déshydro-
dénaturation génase I calculée
thermique par différence

(alcool déshy-
drogénase I1)

0.400 72.7 2.4 70.3 3.3
0.840 68.6 2.45 66 3.6
1.200 57.4 2.9 54.5 5.1
1.560 89.3 5.5 83.7 6.2
1.700 90.5 8.4 82 9.3
1.860 100.5 17.7 83 17.6
1.940 119.6 23.4 96 19.5
2.290 156 50 106 32

3.200 170 61 109 36
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blable effectué sur un extrait soluble de levures cultivées sur éthanol n’en modifie pas
la spécificité.

Vitesses différentielles de syntheése des alcool déshydrogénases au cours de la croissance
prolongée sur glucose

La résistance de I'alcool déshydrogénase I1 a I'inactivation lors d'un traitement
thermique modéré a permis d’évaluer sa concentration relative dans les extraits de
levures récoltées aux diverses densités optiques.

100

50

Activité (unités/ml)

OO 250 500 750
Protéines (g /ml)

Fig. 6. Vitesse différentielle de syntheése des alcool déshydrogénases. @, alcool déshydrogcénase
totale; (O, alcool déshydrogénase I1.

Les échantillons d’extraits solubles sont placés pendant 15 min & 61" puis re-
froidis rapidement dans la glace. Leur activité résiduelle est ensuite mesurée a tempé-
rature ordinaire.

Les activités avant et aprés ce traitement ainsi que le pourcentage des ¢chan-
tillons en alcool déshydrogénase II sont consignés dans le Tableau VII.

Une représentation graphique de la vitesse différentielle de synthese des diffé-
rentes alcool déshydrogénases au covrs de la croissance de S. cerevisiae sur glucose est
obtenue en portant la quantité d’alcool déshydrogénase synthétisée par rapport a la
quantité de protéines synthétisées (Fig. 6).

Il y apparait une nette discontinuité dans la synthése de 1'alcool déshydrogénase

TABLEAU VITI

VITESSES DIFFERENTIELLES DE SYNTHESE ET TAUX DE DEREPRESSION DES ALCOOL DESHYDRO-
GENASES

Vitesses Taux de

Inzymes Phases
difféventielles dérépression
de synthése
(unités|100 pg)
Alcool déshydrogénase totale Exponentielle 6 3.4
Stationnaire 32.5
Alcool déshydrogénase T Exponenticlle 5.7 2.2
Stationnaire 12.5
Alcool déshydrogénase 11 Exponentielle 0.3 60.0
Stationnaire 20
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globale qui est principalement le reflet de 'amorce de la synthése de ’alcool déshydro-
génase II.

Enfin, ces résultats permettent de chiffrer en unités d’activité par 100 ug de
protéines, les vitesses différentielles de synthése des différentes alcool déshydrogénases
et d’évaluer le taux de dérépression des diverses enzymes au cours de la transition
phase exponentielle-phase stationnaire (Tableau VIII).

DISCUSSIONS ET CONCLUSIONS

L’étude comparée des activités d’alcool déshydrogénase présentes chez S. cere-
vistae cultivée sur différents substrats carbonés démontre 'existence chez cette levure
de deux protéines différentes A activité d’alcool déshydrogénase: 'alcool déshydro-
génase I, présente principalement dans la levure en croissance tant aérobique qu’an-
aérobique sur glucose et I'alcool déshydrogénase 11, responsable de la majeure partie
de I'activité d’alcool déshydrogénase des extraits de levure sur éthanol. Quant 4 I'ac-
tivité d’alcool déshydrogénase de I'extrait de levure sur lactate, elle résulte de la
présence dans I'extrait d'un mélange des deux types d’enzymes.

En se développant différemment chez la levure suivant la nature du milieu de
culture, il semble que les deux enzymes puissent relever de deux métabolismes dis-
tincts. Ainsi, 'alcool déshydrogénase I principalement produite par la levure qui
assimile le sucre selon un métabolisme essentiellement fermentaire, doit fonctionner
¢n vivo dans le sens physiologique, 4 savoir la réduction de I'acétaldéhyde en éthanol.
C’est I'alcool déshydrogénase fermentative dont la spécificité est marquée pour I'acét-
aldéhyde qui constitue vraisemblablement son unique substrat physiologique.
D’autre part, I'alcool déshydrogénase II qui se développe lorsque la levure croit sur
éthanol comme seule source carbonée, appartient au métabolisme oxydatif en fonc-
tionnant principalement dans le sens de l'oxydation de 1'éthanol en acétaldéhyde.
C’est 'alcool déshydrogénase oxydative qui posséde une spécificité étendue aux alcools
en C, et C, et pourrait également jouer un rdle dans la détoxication de la cellule vis-a-
vis des alcools supérieurs.

L’évolution de la teneur des cellules de levure en les deux alcool déshydrogénases
au cours de la croissance aérobique sur glucose confirme le réle imputé aux deux
enzynies.

Mise & part I'étude déja citée ’EBISUZAKI ET BARRON, peu de travaux avaient
conduit leurs auteurs 4 envisager la possibilité d’'une hétérogénéité de I'alcool dés-
hydrogénase de la levure.

Dans une revue récente, SUND ET THEORELL? estiment que les résultats actuels
ne permettent pas de conclure définitivement & I’existence de deux alcool déshydro-
génases différentes chez la levures.

Avec l'application de critéres tels que la thermostabilité et la spécificité, ce
travail apporte des arguments supplémentaires en faveur de I’hétérogénéité de I’alcool
déshydrogénase chez la levure. De plus, I'étude comparée de la vitesse d’oxydation
de I'alcool cinnamylique par les deux enzymes établit une similitude entre ’alcool
déshydrogénase II décrite par EBIsuzAKI ET BARRON, et I’alcool déshydrogénase oxy-
dative, ce qui parait confirmer définitivement 1'existence de deux enzymes différentes
chez S. cerevisiae.

Ainsi, la présence de deux alcool déshydrogénases chez la levure constitue-t-elle

Biochim. Biophys. Acta, 151 (1968) 317-329



328 L. SCHIMPFESSEL

un nouvel exemple du dédoublement d’une enzyme impliquée dans deux voies méta-
boliques ayant une étape en commun pour en garantir la coordinations.

En ce qui concerne la régulation des alcool déshydrogénases, les expériences
décrites suggerent que la synthése de I'alcool déshydrogénase 11 est réprimée 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 I'éthanol. Les faits observés par Garzy
ET SLONIMSKI® correspondent donc a la dérépression de l'alcool déshydrogénase
oxydative provoquée par I'absence de glucose. Quant a la répression de I'alcool dés-
hydrogénase par le glucose décrite par WitT, KroNau ET HoLzeRr!! I'évaluation des
taux de dérépression nous suggére que ¢’est I'alcool déshydrogénase oxvdative qui est
principalement réprimée lors de la croissance de la levure sur glucose. Par contre,
I'épuisement du milieu en glucose ne modifie que faiblement le taux de synthése de
I'enzyme fermentative dont la régulation semble I'apparenter aux enzymes constitu-
tives.

En conclusion, la levure S. cerevisiae synthétise deux alcool déshydrogénases
différentes tant par leur thermostabilité que par leur spécificité. Leur séparation phy-
sique et leur purification sont actuellement & 1'étude. Ce dédoublement des enzymes
qui rend possible une régulation indépendante des deux fonctions auxquelles participe
l'alcool déshydrogénase souléve le probléme de Vorigine et de 'évolution de ces dés-
hydrogénases dans le cadre de la chaine de différenciation évolutive qui a donné
naissance aux types extrémement nombreux de la famille des levures.

RESUME

Saccharomyces cevevisiae peut synthétiser deux alcool déshydrogénases différen-
tes suivant la nature de la source carbonée de culture: une alcool déshydrogénase 1
produite par la cellule en croissance aérobique ou anaérobique sur glucose (alcool dés-
hydrogénase fermentative) et une alcool déshydrogénase II produite par la levure en
croissance sur un substrat respiratoire tel que le lactate ou l'éthanol (alcool dés-
hydrogénase oxydative).

Les deux alcool déshydrogénases ont été différenciées par I'étude de: (1) leur
dénaturation thermique; (2) leur spécificité aux substrats.

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

L’alcool déshydrogénase 11 est réprimée par le glucose.
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