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S U M M A R Y  

Some alcohol and aldehyde dehydrogenases of Candida tropicalis cultivated on hydro- 
carbons 

Cell-free extract of a strain of Candida tropicalis cultivated on hydrocarbon 
catalyse in the presence of NAD- the oxidation of higher alcohols to the corresponding 
fatty acids; two enzymes, an alcohol dehydrogenase (alcohol:NAD + oxidoreductase, 
EC i.~.i.i) and an aldehyde dehydrogenase (aldehyde:NAD + oxidoreductase, EC 
~.2.I.3), have been studied. 

Assay of these enzymes (34o-nm spectrometry) fails with substrates barely 
soluble in water. The assay is therefore carried out with emulsions prepared with 
Tween-8o or with deoxycholate. Alternatively the substrates were solubilized with 
dime.thyl formamide. ICm values obtained with z-decanol using the modifications 
described were 31 raM, 7 mM and o.7 raM, respectively. Kinetics properties and 
particularly the variation of the Km and Vmax as a function of chain length of the 
substrates are reported. 

Alkane and the corresponding alcohol and aldehyde are inducers of these 
e11zVl l l es .  

INTROr) UCTION 

L'fitude du m~tabolisme ddgradatif des hydrocarbures chez les nlicro()rganismes 
nous avait conduit ~ proposer un sch6ma qui impliquait une transformation de 
l 'hydrocarbure en alcool et al(t~hyde; nous avions dans le cas t)r~cis de Pseudomouas 
aeruginosa montrd qu'il existait une alcool et une alddhyde d~shy(trogdnase~, 2 directe- 
ment li6es au mdtabolisme de l'heptane. D'autres auteursa, 4 ont par ailleurs ntis en 
dvidence l'importance de ces enzvmes dans le mftabolisme des alcanes. 

Reprenant ces ~tudes avec diff~rentes souches de h;vure nous avons constat6 
que Saccharomyces ccrcvisiae "accoutumd ''5 aux hydrocarbures poss~de aussi une 
alcool-d~shydrog~nase de nature soluble et spdcifiquement induite par les hvdro- 
¢arbures. De m6me les extraits acellulaires de" Candida tropicalis cultivd sur n-tdtra- 
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d&'anc peuvent  ca ta lvser  ht transfl~rmation tie l ' a lkanc cn :tcide gras cor rcspondant  
el clans , 'et te t ransformat ion  deux enzymes,  une alcool-ddshydrogdnasc (ah 'oo l :NAI)  + 
oxido-rdductasc ,  E(" I . ~ . ~ . ~ ) c t  unc ;dddhyde-d6shydr~gdnasc (a lddhyde :NAI)  ~ 
oxido-rdductasv,  E(" 1.2.1.3), sont inq~liqu('es, l . 'd tude sommaire  de ce svst6me ~ ntms 
at pennis  de cons ta te r  quc la majcure  par t ie  de ces act ivi tds  sont hwalisdcs clans des 
par t icuh 's  d ' ,wigim' mitochondriah, .  

.N()LIS I1~115, ])l'Ol)~)S~)llS dollC dans ce lllt;lllOil't" (Ic pr,Sciser la natul 'c (]~,? co,  <, CI1ZylID?S 

clwz ('. tro/bicalis ct d 'cn  ddfinir la rdgulation. 

M.VII(RII.21. ET MI("IHODES 

Organ ismc 
(?amtida troflicah's, souche IOr (rdf. 7) de n , t r e  collection. 

('ltlhtrcs 
I.a s .uche  de C. tr@icalis est cult ivde dans  un milieu mindral classique conte-  

nan t :  I o o  l]]g:"l d ' ex t r a i t  de levurc 7 I)ifco, lc subs t ra t  de croissance pouvan t  6tre 
soit le glucose soit le n- td t raddcane qui clans ce can prdcis est a joutd sous fl~rme d 'une  
fine dmulsion prdlmrde par  t r a i t emen t  aux ul t ra-sons;  les cul tures ajustdes ;~ p i t  5.0 
sont incubdes i~ 320 sous agi ta t ion  vigoureuse et par  injection d ' a i r  comprim(, s(,us 
un d6bit  tie () l /rain dans  un f i , rmenteur  N e w - B r u n s w i c k  c o n t e n a n t  5 1 de mi l i eu  de 
culture, l .es cellules recueillies en phase exponen tMle  de croissance par  cen t r i fuga t i -n ,  
lav('es 2 rids avcc lille solution de NaC1 q~'/,~ sont remises en suspension dai1s un 
t ampon  Tr i s -HCl  o.o 5 M, pt!  7.7. 

Pr@aration des cxtrails enzvmatiqm's 
I.es suspensions microbiennes soumises pendan t  ~ rain / t u n e  s .n i ca t ion  (lans 

m~ sonvfier (q kcycles) puis t ra i tdes  dans  une cellule de pression (French pressure cell) 
donnent  aprbs centr i fugat ion ~'L 5oo × g les ex t ra i t s  bruts ,  l . ' ex t ra i t  obtenu est centri-  
fug6 h 5ooo :. L' pendant  2o rain, le surnageant  est ,t nouw~au centrifugal clans une 
Spinco I. 4 h 220 ooo ;/, t,' pendant  qo rain, les par t icuh 's  obtenues  s . n t  remises ell 
suspension dans  un tanapon Tr i s -HCl  o.o5 3I, pH 7.7. Ce culot const i tuc  l ' ex t ra i t  
part icul , t ire et le surnagcant  l ' ex t ra i t  surnageant .  

.llcsurc dc l'activitd ,'no'matiqm' 
l . ' ac t iv i td  ddshydr .gdnas ique  5 l '6gard des ah'ools est d6termin6e fi pa r t i r  de 

la lne..;llle fh' la rdduction dtl N A D '  it 34 ° i]ll] il l 'a ide d 'un  Sl)ectrot)h-tombtre Zeiss. 
l.e svst6me expdr imenta l  de 3 ml comprend  du NAI) :  7 '  I ° - a  M, ex t ra i t  enzymat ique  
(de o.8 ,t 1.2 mg de pmt6ine),  le subs t ra t  insoluble dans l 'eau est ajout6 au syst6me 
l ' t ; a c t  ionncl it la concentra t ion  finale de I8 .  Io -a M soit sous flwme d 'une  fine dmulsion 
lwdparde par  t r a i t emen t  aux ul t ra-sons d 'un  mdlange d 'alcool  (5'11, v/v) dans  une 
s~,hlti.n aqueuse de Tween 8o it o.5°/0a ou de d6soxychola te  de s -d ium raM, soit sous 
tormc d 'une  solution o.o 5 3I dans  la d imdthylf lwmamidc.  

l . ' ac t iv i t6  alddhyde-ddshydrogdna~e est mesurdc clans les m6mes condit ions cx- 

pdrimentah"s. 
Ix's deux act ivi tds sont exlwimdcs en nmoles de N A D '  r6duit  par  rain ct par  

mg de prot6ine dosde par  la technique de I.owRY cl al. s. 
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Mise en &,idence des produits de la rdaclion 
En fin de rfiaction enzymat ique les protdines sont pr&ipi t&s par addition de 

H~SO 4 ~t io°,o, apr~s centrifugation le milieu r~actionnel est extrait  par un m61ange 
benz6ne-( ther  (9:1, v/v) cette solution apr~s concentrat ion est reprise par de l 'dther 
et anah'sde par chromatograI)hie en couche mince sur gel de silice suivant la technique 
de 31ITCItEI.I. g'r HUBSCIII.:R u modifi& suivant les d~mnde.s ddjh d&'rites 6. I.es Rv du 
I -d&anol ,  du ddcanal et de l'acide d&anoique sont rest)e.ctivement de o.8, o. 5 et o.2 
avec le solvant hexane didthyldther, acide acdtique (lOO:7:1, v/v/v). 

RI~SU I.TATS 

Distribution de l'activitd alcool ddshydrogdnasc de C. tropicalis 
I.es extraits particulaires apr/:s leur sdparation par centrifugation des extraits 

bruts obtenus par t ra i tement  des cellules de levures eult iv&s sur n-tdtrad6cane et 
r4coltdes en phase exponentielle, catalysent  la rdduction du N A D -  en pr~}sence de 
I-ddcanol, le N A D P  +, le 2,6-dichloroindophdnol ou le ferricyanure ne peuvent  en 
aucun eas remplacer le NAD +. 

I. 'activitd sp@ifique mesurde dans ees conditions est ¢ependant fimetion de 
nombreux param&res  et en particulier du degrd d ' (nmlsion du substrat  et tie la 
stabilit6 de cette &nulsion en fimction du temps, aussi la valeur de cette activit6 
mesurde dans les premi&es 3 ° sec peut varier entre 250 et ~oo unitds. 

"fA BI.Ir .A U I 

I)INTRIPIUTION DES ACTIVITI2".S ALCOOL-DI2.SHY1)ROGI;;NASE ET ALI)I~IlX,'I)E DI'~NIIYI)ROGI~'NASI:; I)ANS 

LES EXTRAITS ACELLUI.A1RES DE (7. tropicalis CITLTIVI:; SUR ~-TETRAIll;.'CANE 

Fraction2 Activitd alcool-d{shydrog&~ase Actzvitg aldt:hydc-de:shydrogg,as,' 

.-lclivitd ,4ctivild Activih~ Activit~ 
sp&~fiquc" rdcup~;r&" (%) sp&ifique" r~cup~;v& • (%) 

C e n t r i f u g a t i o n  it 500  × g S l 164 I o o  200  too 

C e n t r i f u g a t i o n  "5. 5 0 0 o  ><, g S 2 346  J z o  .tT8 [ 2 o  
C e n t r i f u g a t i o n ~ t 2 2 0 o o o  × g S s Ioz  14 38 l r  

lYa 4 t 8 71 .1.~.~6 6o 
Pa 128 0 2og  I.l 

" A c t i v i t d  s p 6 c i f i q u e  e x p r i m d e  en  n m o l e s  d e  N A t ) +  r & l u i t  p a r  r a in  e t  p a r  m g  d e  p r o t d i n e .  

Des essais prdliminaires de localisation enzymat ique ont 4t6 rdalis6s sur diffd- 
rentes fractions s@ar,Ses par centrifugation diff4rentielle des extraits bruts (Tableau I). 
Nous constatons qu'aprbs centrifugation 5. 220 ooo x g les fraetions particulaires se 
divisent en deux couches superpos&s que l'on peut aisdment sdparer et qui consti tuent 
les fractions P'a et Pa du Tableau I. Plus de 7o°,.g de l 'activitd alcool-d('.shydrogdnase 
initiale st.' retrouve dans les particules P'a qui sont par ailleurs trbs riches en activit6 
cytochrome-oxydase.  Ce dernier fait est b. rapproeher de ce que nous avions ddj/t 
d4crit dans une i)r4c~dente publication n. Nous avions b. partir d 'une technique de 
pr4paration de protoplastes ~° et de sdparation de mitochondries, constatd que plus 
de 8oO/0 de cette activitd dtait localis& dans les mitochondries. 

lliochim. Ht,,phys. ,4cla. 2 - o  ( t97o)  3 7 3 - 3 8 5  
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l . ' ana lyse  qua l i t a t ive  des pr()duits de la rdaction d ' o x v d a t i o n  du >ddeanol  
permet  de met t re  c'n 8vidence l 'acide ddcanoi'que et des t races d 'a ld6hvde  d(:cylique. 
( 'es r8sul tats  s ' expl iquent  par  le fait que ces m~mes ex t ra i t s  part i ( 'ulaires t>oss6dent 
une act ivi t6 ald6hyde-d6shvdrog(,nase responsable  de l ' oxvda t ion  (h' l ' a lddhvde 
formd au c()urs de l ' ( )xvdat ion de l 'aleool (Tableau I). 

Oxvdalion des alcools sup&icurs par los c.vlraits particulaires dc C. tropicalis 
Mesur(;e dans  les c,)nditions indiqufes  avec des ex t ra i t s  par t iculaires ,  l 'activitc ~ 

est l)r()porti(melle h la ( 'oneentrat ion en pr()tC.ines, et l ' ac t iv i t6  end()g('ne est nulle. 
L ' oxvda t i on  du I-dbcan()l eu pr(.'sence de NADi  par  les ex t ra i t s  par t ieula i res  est 
d i ree tement  li6e au degr6 d '6mulsion du e()mpos6 insolubh~ dans l 'eau, n()us avi()ns 
dt}jh signal6 ee i)h,,}nom6m , a pr()pos d 'une  alcc)(>l-dC~shydrog6nase de N. c('r<:'isim '5. 
N()us awms  repris cet te  m6me exp6rienee avec les ex t ra i t s  par t icula i res  de ('. lro/)icahs 
en effeetuant  des mesures d'activih~ enzymat ique  avee des 6mulsions de I-ddean()l 
prC~par6es soit en pr6sence de Tween 8o (o.5'!o) soit de dOsoxycholate (I • t() a M) s()it 
it imrt ir  de s()lution tit' r-ddcan()l (hms la d imethv l formamide ,  l.e ;'max mesur( ~ (.l;ul.s 
ces condi t ions  est 6gal it I25O unit6s (ext)rimc~es en nmoles dc N. . \ I )  ) rdduit  par  rain 

I I .  

_1.5 _1 =0.5 O5 
1/[Substrot ] IO'3M 

[gig. I ,  I n f l u e n c e  de  la c o n c e n t r a t i o n  e t  d u  ( legr6 de  d i s p e r s i o n  d u  l - d 6 c a n o l  s u r  la x i t e s s c  i n i t i a l  
d ' o x y d a t i o n  d e  ce s u b s t r a t .  [ (epr t ; s t , l l t a t io l l  g r ; t p h i q u e  (h' | . i l i ( !wt , i lver  l{urk ,  l .e l-d{;can¢)l c s t  
i u t r o d u i t  (ta.ns lc ind l tu lgc  r d a c t i o n n e l  so i t  sous  f o r m e  tie s o l u t i o n  (htns  ht d i m ( ' t h v I f o r m a m i d c  (i)  
st)it , 3mu l s ionn6  av( ,c  d u  d d s o x y c h o l a t c  (z). 

et par  mg de prot( ine)  et reste ident ique p(mr les (livers types  d'~Smulsion (Fig. I). 
II n 'en est pas de m~'me pour  les Km qui sont resl~ectivement 6gaux ~t K,,, 3 z mM 
(Tween 8o), K m =  7 mM (dasoxycholate) ,  K m =  o.7 mM (dinl6thylfiwmamide).  
Paral lblement  l ' examcn microscopique des (tiff6rentes 6mulsions test( 'es montre  que 
les pr(~parations en presence de d6soxw:holate  sont nettenTent plus fines et plus 
homogbnes que eelles prdpar(~es avec le Tween 8o. Mais il est incontes table  que c 'est  
avec des solut ions de 1-ddcanol dans la d im6thvl for lnamide  que nous ob tenons  les 
meilleurs rdsultats ,  aussi nous avons sys t~mat iquement  utilis~ cet te  derni/ere mdthode 

Ihockim. t¢iopkys..4cta, 22o (797 ° ) 3 7 3 - 3 S 5  



ALCOOL-  ET ALDI~HYDE-I)t~.SHYI)ROGI~'  NASES 377 

"I ' . . \BI . I : . AI"  l [ 

A('TIVITI:: ALCOOL-DESHYDROGI~NASE ~k I.'I~:GARI) DES I)II;FERENTS AI.COOLS DES EXTRAITS ACE:LLL'- 
LAIRES DE C. tropicalis CUI.TIVI 5 SUR ~-TETRAIJI::CANE 

N.bstrat A ctivitg sp~;ct~que" 

] - D S c a n o l  125o 
2- I ) ¢ : c a n o l  8 2 o  
5-1 )dcano l  2o 
9 - l ) 6 c b n e -  I -ol 12oo 
] ,  l o - l ) c c a n c d i o l  ] o 5 o  

* E x p r i m ( : e  c n  t t m o l c s  d e  N. , \D  + r 6 d u i t  p a r  r a in  e t  p a r  m g  d e  p r o t 6 i n e .  

pour  mesurer  l ' ac t iv i td  enzymat ique .  Ce choix est d ' a u t a n t  plus significatif  que la 
pr4para t ion  d 'dmuls ion avec les a,(o-diols en pr4sence de Tween est impossible et 
qu 'une  solubi l isat ion prdalable dans la d im4thy l fo rmamide  est n6cessaire. 

Sur la base de ces considdrat ions,  nous awms  compar6 les vitesses d ' o x y d a t i o n  
de plusieurs alcools en prdsence de NAD + et d ' e x t r a i t  par t iculaire .  

La sp4cificitd h l 'dgard dc la fonction alcool est illustr4e par  le Tableau  II .  Le 
2-d4canol est oxvdd tandis  quc le 5-ddcanol ne l 'est  plus, le 9-ddcbne-I-ol  et le I , Io -  
d6canediol  sont  dgalement  subs t ra ts .  Nous avons d ' a u t r e  par t  compard les vitesses 
d ' o x v d a t i o n  ties diff6rents alcools pr imaires  a l ipha t iques  ell presence de NAI)  + et 
d ' ex t r a i t  par t icu la i re  et nos observa t ions  illustr4es par  la Fig. 2 mont ren t  que les 
act ivi t4s spdcifiques obtenues  avec les ah'ools de ('e it ('~. sont re la t ivement  wfisines 
sauf  en ce qui concerne l 'hexanol  et l 'hexad6canol .  11 est impor t an t  de souligncr que 
l '6 thanol  et les au t res  alcools h hombre  d ' a t o m e s  de carbone inf~rieur ~t 6 ne sont en 
aUCUll cas oxyd~s. 

I00 

° I 

0- 
C6 C C8 C9 Clo Cn C12 C!3 Ci4 

I 

-J 
c15 C16 

Atcoots  

Fig.  2. I n f l u e n c e  d e  la l o n g u e u r  d e  c h a i n e  d e s  a l c o o l s  p r i m a i r e s  s u r  l ' o x y d a t i o n  d e  ces a l coo l s ,  
a c t i v i t O s  e x p r i m ~ c s  c n  % de  l ' a c t i v i t 6  spOci l ique  mesurt~e a v e c  le x - d d c a n o l ;  s y s t ~ m e  s t a n d a r d :  
I m g  d e  p r o t d i n e s  t ) a r t i c u l a i r e s ,  s u b s t r a t  I 8 .  l o  -a M e t  N A I ) "  7" Io  s .M. ( l .c  s u l ) s t r a t  a C'td pr( ~- 
a l a b l e m e n t  d i s s o u t  (l:.tns l;t d i m 6 t h y l f o r m a m i d e  mY, l.) 
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10 1 

91 >~! 8 
1500- 

7 -  

8. 

5- 1°°°I I 
3- [ 500_ 
'i , ! _ [ 1  . . . . .  _ 

C7 Ce C9 Cm Cu C12 C13 Clt C 7 C 8 Cg C m C I, C12 C1a C~ ALcooLs 

l"i~. 3- Int]llCllCC dc la ] t) l lgtlellr  dc chail lC t ics ;.tlcools t ) r i ina i res  su r  lt.s K,,, t,t I 'max dc cos s u l ) s t r a t s .  

l n e  dtudc compara t ive  plus rigoureuse, puisque dfiterminde it pa r t i r  des Km 
et Vmax calculds pour chacun de ces alcools, est i l lustrde par  les Figs. 3 et 4- On 
cons ta te  ainsi que lc tf i traddcanol donne le ~-'max le plus flwt et le Km le moins eflicace 
par  r appor t  au I -dfcanol .  l .a  m(?me dtude rdalisde avec los ¢t,(o-diols donne des Km 
qtli d iminuent  et des Vmax qui augmenten t  aw,c ]a longueur de la chaine carbon( 'e 
du subs t ra t  soit pour le i ,8-octanediol  (K,,, - -  2 . [  raM, Vmax - 83o ) et L I e - d o d e -  

canediol  (Kin --  i .9 raM, z',,ux = 115(-)). 

L. 10~ ~o. 
60. > 

.-5080 

40. - ~.ooo 
2 

e / o . ~ / i .  1 • 
2c. .2000 

x 

IC ~ 1(]0~ 
/ 

6. 
~. / -500 

• C- C u C 9 CIU C C:12 Q,j (!% 1100 

AtCOOIS 
I"i.~. 4. V a r i a t i o n  des  Km (t) c t  v,,,ax (z} cn fonc t ion  tie la l o n g u e u r  dc c h a l n e  des  a lcools  (cocwd<m. 
ndcs s c m i - l o ~ a r i t h  ufiq ucs). 
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INFIA.'ENCI-2 DES I)IFFI~:RENTS I N I I I B I T E U R S  S[.'R LES ACTIVITI:;S, AI.COOL I)I: ;SI |YI)RO()ENASE 31ESURI~E 
"k I. 'I::GARI) DI." I-Dt;;CANOL ET 1)I.7 I , I O - I ) I . : C A N E I ) I O L  ET ALI)I::HVI)t~;-I)I:;SII'a'IH/!)(;ENASF. MESURI:;I r. 

3, I. '(;~;ARD DU D~:;C:XNAL 

l n h i b t t c u r  ( l  raM)  

ln t l~bi tum ( % )  

.'1 h o,l-d~shydrog~:nas, ' .'t hb~hyd, -d~:.~hydr~,g~:na.~c 

l . I ) t : (an , l  l , lo- l)¢:cancdt~l  [)t:ca~zal 

l o d ~ a c d t a t c  d e  s o d i u m  44 37 
1 l y d r o x y l a m i n c  32 32 lOO 
l . ; t h y l l n a l , S i m i d c  ';3 ~ t 75 

C y s t d i n e  5 ° 54 
l tgC'l  2 I oo  lOO ! oo  
p - C h l o r o n l e r C l l r i b c n z o a t c  t o o  I¢)O lOO 
]"[ (" N 0 2 ¢'~5 5 1 

N a N ~  33 3 x -'4 

( ' ! !~-  5 ° 54 32 
F e  ~" ,~.! 82 35 

M g  2 ' 35 3 '~ 32 
( "az-  3 ° 3 ° 35 
[ / - M e r c a p t o - d t h a n o l  . . . .  I o 

Pro pri dtds de l 'alcool-ddslo,drogdnase 
En fimction du pH cet te  act ivi td  cnzymat ique  prdsente un o p t m m m  en t ampon  

Tr i s -HCl  o.o 5 M, pH 9.3, ou en t ampon  glycine NaOH o.o 5 M, pH 9.3. Nous n'itvons 
consta td  aucune ac t iva t ion  ou inhibi t ion en remplaq:ant le t ampon  Tr i s -HCl  par  un 
t ampon  pyr,~phosphate de sodium "h nl6me molari td ct ,n£'me p i t .  

Une incubat ion it 4 o~ pendant  5 nlin donne une per tc  d ' ac t iv i td  de 8o~, ,  et la 
m~me incubat ion h 4 5  entra'fne une inac t iva t ion  to!ale.  L 'act i ,  m des inhibi teurs  
rdsumdc' clans le Tableau  I I l  est  par t icul i i : rement  significative pour  le K( 'N ct lc 
NaN a. Cctte act ion rapproche  cot enzyme de l 'd thanol-ddshydrogdnase  classique et 
le diffdrencie de l ' enzyme de S. cercvisiac act i f  it l '~gard des alcools supdrieurs.  :'\ 
l 'dgard des mdtaux l ' inhibi t ion  est dans  l 'ordrc  ddcroissant  l-e "°~ ?. ( 'u "~ .-. Mg 2i. 
Les mesures d ' inh ib i t ion  eflectudes ell l)rdsence de I , Io -decanedio l  ou de i -ddcanol  
comme subs t ra t  donnent  les ln£qnes rdsultats .  

I1 convient  de souligner l ' inhibi t ion prow)qude par  l 'acide ddcanoklUe qui ,t llt 
concent ra t ion  de I • IO a 31 inhibe cct te  act ivi td  tie 2o it 25c}i). Ce rdsul tat  est "t rap-  
procher  de l ' ac t iv i td  a lcane-ddshydrogdnase  dc cet te  m~mc lcvure. 

l:tudc de l'activitd alddhydc-ddshydrogdnase des cxtrails particulaircs 
Nous avons montrd que I-ddcanol  en prdsence d ' ex t r a i t  par t icula i re  et de NAI)  ¢ 

dtai t  transfl)rmd en acide ddcanoique,  llt mOme expdriencc r~alisde avec comme sub- 
s t r a t  l ' a lddhyde  ddcylique en solut ion clans llt d imdthy l fo rmamide  condui t  aussi "t 
llt format ion d 'ac ide  ddcanoi'que. Ces ex t ra i t s  par t icula i res  peuvent  done ca ta lyser  
l ' oxyda t ion  des a lddhvdes  en prdsence de NAI)  +. Une dtude compara t ive  sur llt 
localisat ion dc cet te  act ivi td  nous a t)ermis de cons ta te r  qu'cl le  dtai t  for tement  lidc il 
l ' ac t iv i td  alcool-ddshydrogdnase,  et comme prdcddemment  (Tableau 1) 74~}~, de l 'ac t i -  
vitd to ta le  de l ' ex t r a i t  sc re t rouve  dans  la fraction par t iculaire .  

Pliockim.  l-lioph)'s, z! c/a, . 2o ( 197 o) 3 7 3 - 3 8 5  
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( 'et enzyme est NAD-ddpendant  et en aucun cas le NAI)P ou les colorants nc 
peuw'n t  remplacer ce coenzyme, la valeur de la constante  (It' Michaelis it l 'dgard (le 
cet accepteur d'dlectron est K m =  o.8 '  zo a M. 

En fonction du substra t  et pour une quant i td  df terminde d 'ext ra i t  enzymat iquc,  
l 'activitd ddshydrogdnasique croit en fonction de la concentrat ion en substrat  et 
aucune inhibi t ion par exchs de substra t  West constat6e sur l 'alddhyde ddshydrogdnasv 
de Pseudomonas acruginosa 2. Comme pr6cddemment l 'activit6 spdcifique est fonction 
du degr6 d '6mulsion du substrat .  Ainsi les valeurs des Km diff6rent en fonction du 
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1"i:4. ¢). V a r i a t i o n  des  Km (z) e t  v,nu~ (2) cn fonc t ion  de llt l o n g u e u r  (le c h a i n e  des  a l d 6 h y d e s  ((.:()- 
o r (hmndcs  s emi - loga r i t hn~ iques ) .  
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tylw d'dmulsion Km ,- 24 mM (Tween 8o) et K,n = 0.06 mM (dimdthylfornmmide) 
et au i'max de 212o unitds. I. 'activitd 5. l'~.gard du substrat  est illustrde par la Fig. 5. 
Cependant si l 'on se rapporte it la d6termination relative des Km et Vmax (Fig. 6) en 
f(mction de la hmgueur de chaine, nous retrouvons le m~me phdnom~me que celui 
ddj5` ddcrit pour l 'alcool-ddshydrog4nase, l . 'examen de cette figure met en dvidence 
u n e  v a r i a t i o n  exl)onentielle des wtleurs des K,n et ;'max en fimction du hombre d ' a t o -  

rues de carl)one du substrat  et que pour un Ix" m peu eflicace correspond un ;'max fort. 
l . 'oxydat ion ties alddhydes infdrieures n'est pas possible dans les conditions ddcrites. 

l¢n fonction du pH l 'activitd alddhyde-d4shydrogdnase de C. tropicalis prdsente 
un opt imum en tampon Tris-HC1 o.o 5 *I, pH 8.5, l 'activitd lnesurde en tampon 
g lyc ine-NaOH o.o5 M, pH 8.5, est ldg~'relnent inf6rieure. Cet opt imum est 14g6rement 
infdrieur a celui d(~termmd pour l 'alcool-ddshydrogdnase. 

Cet enzyme est comme le pr(,cddent thernmsensil~le, mais relativenlent moins 
puisqu'une incubation de 5 rain ;'~ 4 ¢ n 'entraine qu 'une  inhibition de 3o<}~, et que ties 
incubations ~'t 45': pendant  3o rain ne donnent que t)o(~'0 d ' inactivation.  

l . 'activitd enzymatique ddterminde en prdsence d ' A T P  et tie CoA ne donne pas 
d 'ester  de ces composds que nous avons recherchd suivant la mdthode d&'ri ten;  de 
plus aucun de ces deux composds n 'active ou n' inhibe la rdaction. 

D 'une  mani~'re plus g4n~.rale Faction des inhibiteurs a 6t~ rapport4e dans le 
Tal)leau I I I  qui permet de constater  les nombreuses analogies de cet enzyme avec 
l'ah'ool-d(Sshy'drogdnase. I1 convient cependant tie souligner par colnparais(m avec 
l 'alkane-ddshydrogdnase et l 'ah'ool-ddshydrogdnase de ces m6mes particules que 
l 'ald(ihyde-ddshydrogdnase est insensible "~ l 'action ties acides gras. I1 faut entin 
signaler l'influence exercde par les compos(.'s it groupement  -SH  et en dehors du CoA 
qui n 'a  aucun efret, le fl-mercal)to-(thanol est tr~s faiblement inhibiteur. 

Essais de sdparation des activitds alcoof cl alddhyde-ddshydrogdnascs particulaires de 
('. tropicalis 

I.a pr6sence tit, deux activitds enzynmtiques tie nature particulaire re)us a incitd 
h entreprendre ties essais tie solubilisation de ces particules en prdsence de d6soxy- 
cholate, ou de digitanine dissoute dans la dim(~thylformamide, ces trai tements se sont 
rdvdlds inefficaces et ont conduit A la perte des deux aetivit6s a lcoof  et alddhvde- 
ddshydrogdnases. Des essais tit" sdparation de ces activitds particulaires ont done t~t(! 
rdalisds en soumet tant  h une ultracentrifugatitm cet extrait  sur un gradient de concen- 
tration lin(aire en saccharose tit, 2o ~'t 8o°0 (p/v) suivant la technique de MaI~lIb; vr  
A.~II.;S cl al. 12 modifi~e par AZOt:I.AY 1.71" P u I t ;  is dans les conditions suivantes:  o. 5 ml 
dc l 'extrait  particulaire P, contenant  15 nag de protdine par ml est placd sur 4-5 ml 
tie gradient de saccharose et centrifugal pendant  5 h dans un rotor SW 30 I. "t 3q oo0 
rev./min (Fig. 7). On peut constater  que l 'activitd alddhyde-d6shydrogdnase se r('- 
partit  darts deux fractions partieulaires de densit6 diffdrente alors que l 'ah'ool- 
ddshydrogdnase se dissocie en une fraction particulaire et une autre de nature soluble. 
I.a prdsence tit, cette activit(~ de nature soluble (.'st prol~al)lement consdquente 5 une 
16gbre solubilisation des particules portant  sur envirt,n I h 5°,'o des prot~ines totales, 
si l'(m se r6f6re A la courbe de prot4ine de la Fig. 7. Cette aetivitd de nature soluble 
pourrait  aussi correspondre it une autre alcool-ddshydrogdnase identique ~ celle qui a 
dtd mist en 6vidence chez S. ccrc','isiac. 

Biochim. Hiophys. Acta, 22o (197 o) 373-3";5 
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Fig. 7- Profil dr' s,Sdimentaticm sur gradient  de concentra t ion lindairc dc 2o it ,';o",, t'n saccharose 
d 'un cx t ra i t  particulairc tie ('. t*opicalis cultiv6e sur n-tdtraddcanc.  St, r Its fractions recueillics 
apr,Ss 5 h de centr i fugat ion it 17o ooo x ,4,, ont  6t(., ddtermindes lvs protdincs (('ourl)c I), l 'activit6 
alcohol-ddshydrog, dnase (( 'ourbc ,), I 'activitd aMdhyde-ddshydro',a,6nase (( 'ourbc 3}. Pour Ies unitds 
d 'ac t iv i tds  voir 3h'thodes. 

Es sa i s  dc rdgulation dc c , ' s  , 'n:vmc.s 

l , o i s q u e  les ce l lu le s  d c  ( ' .  l ropical is  s~mt c u l t i v d e s  t 'n a d r o b i o s e  s u r  n - t d t r a d d c a n e ,  

l c u r s  c x t r a i t s  p a r t i c u l a i r e s  c a t a l y s e n t  l ' o x v d a t i o n  d e s  a l coo l s  e t  a k t d h v d e s  s u p d r i c u r . ,  

en  p r b s e m ' e  d e  N A I )  avcc  des  n i v c a u x  e n z y m a t i q u e s  m o r o n s  (It' l ' o r d r c  de  0oo  lmild- ,  

( ' l ' a b l e a u  I \ ' ) .  ( ' u l t i v d e s  d a n s  les m 0 m e s  c o n d i t i o n s  s u r  g l u c o s e ,  les n i v e a u x  d i m i n u c n t  

d ' c n v i r o n  15 f . i s .  ( ' e  r d s u l t a t  e.st en  a c c o r d  a v e c  ce  q u e  n o u s  a \ i o n s  c o n s t a t d  h p r o p . s  

de  la s o u c h e  I o I  d e  ( ' .  t ropical is  q u i  c s t  c a p a b l e  d e  r c s p i r c r  les  h v d r . c a r b u r e s  lors-  

q u ' e l l e  e s t  c u l t i v d e  s u r  g l u c o s e  7. l .a  c r o i s s a n c e  it p a r t i r  de  s u b s t r a t s  a u t r e s  q u e  It' 

g l u c o s e  e t  le n - t 6 t r a d d c a n c  p e r m e t  d ' o b t e n i r  d e s  e x t r a i t s  a y a n t  d e s  a c t i v i t 6 s  e n z y m a -  

t i q u e s  n e t t e m e n t  t ) lus f o r t e s  q u e  le n i v e a u  d e  b a s e  o b t e n u  a v e c  d e s  c u l t u r e s  s u r  

TABI , I ' . \  I," IV 

A f ' T I V I I ' I T ;  . ' q P l T : ( ' I I ' I Q I : I ' .  " I ' )K% E X T R A I T . ' 4  A C E I . I . I _ ' I . : \ I R F . S  I ) l ' :  ('. hopicali.¢ ( ' I , ' I . T I \ ' I  ~. N I ' R  I ) I I . ' I . ' I : i R E N ' I ' S  

.% I" 1~ S I" R .VI',N 

.qMJstr at ,.1 chvih'" 
d t  g ' ~ t l l N . ~ ( l l l l T t "  - . . . . . . . . . . . . . . . . .  

-I Ice, o f  ,'1 ld~Vl ydc- 
d~;sllydrog&~ase dLchydroggnasc 

Glucose 30 6T 
~l-'l'dtrad6cane 0oo 64 7 
r -'l't"t rad 6ci,nc 13 -' 2 ~ 7 
l -TOt radOcanol "-t9 ~ 75 
"l'dtraddcanol ~3 o 173 
Acidc tdtraddcanoique 55 I 10 

• I'ixtwim(x" en nmoh,a de NAI/~ rdduit  par rain et par nag de protdine 
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glucose. Ces observat ions  mont ren t  que ces enzymes sont induct ibles  et que les 
inducteurs  semblent  6tre successivement  le n - td t radfcane ,  l 'alcool et l ' a l d fhyde  
correspondants .  Comme cela pouvai t  ,~tre prdvu les acides gras n 'on t  aucun effet sur 
la synthgese tit." ces difff rents  enzymes,  il reste bien en tendu  que les acides gras sont 
des inhibi teurs  tie l ' ac t iv i td  a lcool-dfshydrogdnase.  

I)ISCUSSION 

Les extraCts de C. tropicalis cultivds sur n- tdt raddcane ca ta lysent  la transfl}rma- 
tion du 1-ddcanol et  du ddcanol en acide ddeanoique en prfsence de NAD +. Les 
aet ivi tds  alcool- et a ldfhyde-d6shydrog6nases  impl iqufes  dans  cet te  transfi}rmation 
ont  fit6 localisdes dans  les fract ions par t icula i res  qui sddimentent  it 22o ooo × g, ce 
rdsul ta t  est en accord avec des observa t ions  d f j a  dfcr i tes  t~ qui nous ava i t  amend it 
localiser ces deux ac t iv i t f s  dans des mi tochondr ies  de ees levures et plus prdcisdment 
dans  les par t icules  obtenues  par  t ra i t e inen t  de ces mitochondries  par  la digi tonine,  
on peut  done penser que les deux enzymes sont p robab lement  localisfs au niveau des 
membranes  mi tochondr ia les  et qu'elles sont for tement  associfes l 'une it l 'autre.  F n  
efiet les essais de s@ara t ion  apr(:s solubil isat ion de ces part icules  par  difffrents  t ra i te-  
ments  s 'd tant  avdrf  inefficaces, nous tat.' pouvons  dans  l 'd ta t  actuel  de nos expdrienees 
saw}ir dans  quelle mesure ces deux ac t iv i t f s  enzymat iques  peuvent  se dissocier. I1 
est vrai  clue cer tains  caract?eres pe rmet ten t  de les dist inguer,  en par t icul ier  la diff6rence 
de. sensibili td it la t empf ra tu re ,  l ' ah 'oo l -d fshydrogfnase  6tant  plus thermolabi le  et 
t o t a l emen t  inaetivde aprbs une incubat ion de 5 rain £~ 45~; ainsi qu 'une  sensibili t6 
trbs spdcifulue de eet enzyme it l ' fga rd  des acides gras. 

( ' e l )enfan t  l 'alcool- et l ' ak ldhyde-ddshydrogdnascs  sont svnthdt is fes  dans  les 
refines condi t ions  et l ' examen du Tableau  IX" montre  que le niveau It plus dlev6 est 
obtenu pour  les cellules cul t ivfes  sur n- tdtraddcane,  les cul tures sur glucose donnent  
un niveau d ' ac t iv i t6  enzy 'matique non ndgligeable et qui correspond au niveau tie 
base syn thf t i s6  en l 'absence d ' i nduc t eu r  et qui est 4gal au 1/15 de l ' ac t iv i td  induite.  
Pa ra l l f l ement  il convient  de souligner que les cul tures sur acide td t raddcanoique  
n ' augmen ten t  pas ee niveau de base ce qui nous permet  de penser  title l 'alcool et 
l ' a lddhyde  sont bien des mf tabo l i t e s  intermddiaires  dans  llt dfgradat i{m du n - t f t r a -  
dfeane.  

La  vitesse de r fduc t ion  du NAD + en prfsence d ' ex t r a i t  par t icula i re  de C. 
tropicalis est maximale  lorsclue l 'on util ise des solut ions d 'a lcool  ou d ' a l d f h v d e  dans  
la d imfthylformanTide e 'est-fl-dire dans  des condi t ions oh le degrd de dispersion de 
subs t ra t  dans le s.Vstb.nle r fac t ionnel  est le meilleur, l . ' influence de la dispersion se 
manifeste  d ' au t r e  par t  si l 'on compare  les Km obtenus  avec difffrentes 6mulsions. 
L 'u t i l i sa t ion  de solut ions dans  la dinldt] lvlfornlanlide permet  de mieux ddterminer  llt 
spdcificitd ;~ l 'dgard du subs t ra t .  

l )eux  eons ta t a t ions  s ' imposent  : 
(I) Le Vmax augmente  avec llt longueur de chaine du subs t ra t  et done avec 

l ' insolubi l i td  de ce composf  dans  l 'eau ce qui est unc ~ indicat ion en faveur d 'une  act ion 
ca ta ly t ique  en milieu hdtfrogbne,  mats qui va aussi darts le sens du r61e physiologique 
de cet enzyme dans  cet te  cha~'ne mf tabo lk lue  de d fg rada t ion ,  spdcifique des a lkanes  
de Cu, 5_ C~e chez cet te  levure. 

(2) Ces extraCts ca ta lysen t  avec la mfme  eflicacitd l ' oxyda t ion  des alco(,ls 
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pr imaires  et des a,o~-diols; la quest ion que l 'on pout se pc.ser 5. ce propos est de savoir  
s i c e s  dcux types  d 'alc~ol sont <lc~s subs t ra t s  d ' u n  nl£'nle enzylne,  l)e nombreuses  
observa t ions  vont  dans  ce sens en par t icul ier  l ' ac t ion des inhibi teurs  vt la thvrm~,- 
labilit4.. I1 c>t impor t an t  de souligner que cet te  oxwta t ion  des ~t,,~-diols supdrieurs 
cn prdsence <te NAI)  i n 'est  possible <lUe pour des s~dutions de ces co,np~,s('s darts la 
d im6thvl fornmmide .  I1 if 'suite de nos observat ions  que l ' ah 'o , l -d6shydrogdnase  mist' 
cn ('vidcnce dans ces levures se difldrencic (It: l'alcool-ddshxdr~gd~mtse indui te  par  los 
hvdrocarbures  chez 1'. acruginosa ~'tudK'e par  \ '..\y l)l-I,~ LINDI:N E'I HuYl ' , l{E(;rs l  -'1 

du fait que l 'afllnit6 de cet tc  enzyme augmcnte  avcc la longueur de chainc contrai-  
relllent ~ ce que nous avons constat6;  quc par  ailleurs vile t'st incapable  (le r&luirc 
le NAI)" et n't 'st  ac t i f  qu 'avec  le dichloroph6nolind.phOn.1 ou avcc h' c\'t~,ChlOllle c 
dr'  ('(12111 de bceuf. Celwndant  dans  les deux cas, It's tt,o~-diols s~mt de bons subs t ra t s  
de cos enzvnlcs t't l 'on peut s ' in ter roger  sur la signification phy'si~dogiquc d 'unc  telh' 
oxvda t ion  et t'n par t icul ier  du lien exis tant  avec la d6gradat ion  des hvdrocar lmrcs ;  
h moins de penser it un processus d ' oxvda t i on  des deux groupements  m6thyls  de> 
extr6mit~}s oh, llt chaine hydrocarbon6e.  Des expariences pr01iminaires dOj~'t d6crites ~; 
nous ont pt, rmis de cons ta te r  que cet te  alcool-d6shydrog6nase de na ture  par t iculai re  
cxiste  aussi chez S. cercvisiac SAT ce qui implique que les hydrocarbures  induisvnt 
deux alcool-d(. 'shydrogdnases stx4cifulues des alcools suparieurs.  I.a quest ion que l 'on 
peut se poser est de savoir  s 'il  e n e s t  de nl~'ille chez ('. troflicalis, l.es essais de satmra- 
t ion effcctuds sur les cx t ra i t s  enzymat iques  sont cn fax'cur de l 'exis tcnce d 'une  ah'4.~l- 
d( 'shs'drog6nase de na ture  soluble que nous nOll.,4 l)roposons d't}tudier afin de v(;ritier 
la validi t6 de notre hypothOsv. 

R ::s t:.~1 :: 

l.cs cx t ra i t s  acellulaires d 'une  souchc de ('andida tropicalis, cultivdv sur hydro-  
carbures,  ca ta lyscnt ,  en pr6sence de NAD + l ' oxvda t ion  des alcools sup6rieurs cn 
acides gras cor rcspondants ;  deux enzymes:  une al<'ool d6shydrog, dnase ( a l coo l :NAl ) '  
oxido-rdductase ,  EC I . I . r .  I) et une a lddhvde d6shydrog6nase (ald6hydc :NAD:  o x i d ~ , -  

r 6 d u c t a s e ,  E(" 1 . 2 . i . 3 )  ont 6t6 6tudi6es. 
I1 a 6t6 impossible d 'effectuer  des mesures d ' ac t iv i t6  enzynmt ique  par  Sl)ectro- 

photomdtr ie  (34 ° n m )  dans lc cas de cos subs t ra t s  fitiblement solubles darts l't.au. 
Aussi ces mesurcs ont  elles dt6 4ffectu6es soit i~ par t i r  d 'dmuls ions  pr4par(.es avec du 
"l'ween 8o ou du d6soxycholate ,  soit ,t par t i r  de solut ions dans  la d im6thvl formamide .  
Dans ces condit ions expdr imcnta les  Km obtenues  pour lc i -d6can.1 sont reslWC- 
t ivement  31 m b l ,  7 mM et o. 7 raM. I.es propri6t( 's cin6tiques et part icul i( ' rmnent  les 
var ia t ions  des Km et des rmax en flmction de la longueur  de chaine h \ ' d rocarbon(e  
des subs t ra t s  ont ,~t6 6tudides. l.es alkancs,  les ah'ools et aht6hvdes cor respmldants  
const i tuent  Its meilh,urs inductcurs  de ces enzvIneS. 

1~ l- .~l I- I~ c I I.: ~l I,: × r s  
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