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Abstraet-The nature of the carbon source, methanol or ethanol, influences the ceil wall composition of the same 
strain of yeast. Chemical treatment of the cell walls with ethylenediamine indicates that the parietal architecture 
varies. The analysis of amino acids, sugars and hexosamines reveals quantitative differences with a modification of 
the elaboration of the polymers. The methanol source favours the synthesis of chitin and mannan polymers, while 
the ethanol source favours the elaboration of glucan and glucomannan polymers. The chitin percentage rises in a 
ratio from 1 to 5 and simultaneously the protein percentage rises from 1 to 1.7; consequently the culture on methanol 
favours the formation of nitrogen compounds. 

INTBODUCTION 

Face au d&it mondial de la production de protkines 
consommables, accent& ces demitks an&es, certaines 
levures ont kttt co&d&es comme une source de mat&e 
protkique intbessante. Cependant, l’incorporation de 
ces levures, cultivkes sur des substrats divers, dans 
l’alimentation humaine et animale, pose des problemes 
de digestibilitk. 

En effet, la paroi de la celhtle de levure semble &tre 
un obstacle a la penetration des enzymes digestives 
dans le cytoplasme cellulaire et serait responsable de la 
faible digestibilite des protkines intracellulaires lorsque 
les cellules sent ingMes intactes dans le tractus des 
vertebres. L’idkal serait d’obtenir des cellules posskdant 
une paroi la plus fragile possible de facon a etre facile- 
ment digeme. 

Les prockdks physico-chimiques ou enxymatiques 
utilisks au laboratoire pour attaquer les parois ne peuvent 
&re appliques au niveau industriel du fait de leur action 
lente ou de leur tout Bevt. 

Aussi, le probkne peut 8tre rksolu en se basant soit 
sur l’isolement de cellules mutantes a paroi fragile [1], 

soit en mettant B profit le fait que le milieu de culture 
des cellules influe our la constitution de leur paroi. 
C’est dans ce but que nous avons etudie les differences 
pariktales chez une m8me souche cultivke sur deux 
substrats Bconomiquement interessants pour l’indust- 
rie : I’btluinol et le methanol. 

BESULTATS 

Pour les deux lots d’une levure du genre Torulopsis 
cultivCs sur 6thanol et methanol, la teneur en parois 
est identique et &ale II 18 yO de la masse de levure lyo- 
philiske, r&he, traitke. Nous n’avons pas note de 
di&ence sensible dans le comportement des deux lots 
lors du broyage des cellules. 

Le Tableau 1 rassemble les resultats de l’analyse 
globale des par&s, effect&e apres hydrolyse et attaque 
enzymatique. Des cinCtiques d’hydrolyse ont permis de 
determiner les temps d’hydrolyse permettant une libera- 
tion maximale des divers constituants: 2 hr pour les 
oses, 12 hr pour les hexosamines et 24 hr pour les amino 
acides. L’identification des hexosamines, effect& sur 

Tableau 1. Composition chimique des parois 

Milieu 

Mkthode Hydrolyse 
d’hydrolyse HCl* 

Methanol Ethanol 

Hydrolym Traitement Hydrolyae Traitement 
I&If 

Hydrolyse 
enzymatique HCI’ Hat enzymatique 

Hexoses 5x2 63,8 63% 577 80,4 70% 
Estimation 
des acides 16,6 20,3 LQ 997 13,7 393 
amine5 
Hexosamines 11,4 13,9 711 3,3 436 2411 
PO:- 136 179 079 1,3 - - 
Total 81,8 99,9 80 70,9 100 75,7 

* Resultatts exprimks en 0/0 de la masse de parois trait&s; 7 Rkmltates expriti en oA de la masse de parois 
e&ctivement hydrolyskes ; $ ApuSs action de la p glucannase ; Q AprQ action de la pronase ; fl Apr6s action 
du sue d’Helix pomatia Valeur correspondant II la N-acktyl-ghrcosamine. 
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Tab&au 2. Analyse qualitative des ammo acides des parois 

Levure 206 

Amino acides 

AC. aspartique 
Thrktine 
Wine 
AC. glutamique 
Proline 
Glycine 
Alanine 
Valine 
Cyst&ine 
M~t~o~ne 
Isolcucine 
Leucine 
Tyrosine 
P~~ny~~anine 
Lysine 
Histidine 
A&nine 
M~~ionjn~su~o~ 
Omit&e 

P.M. 

133 
119 
105 
147 
115 
75 
89 

117 
120 
149 
131 
131 
181 
165 
146 
155 
I74 

sur methanol 

% M&ire wmg 

10,8 14,6 
12,7 15,5 
798 894 
8,8 13,2 
539 639 
7,8 6,O 
8,3 736 
7,s 9,4 
- - 
I,0 I,5 
334 4,6 
69 9,2 
3>4 6,3 
434 734 

898 % 

310 
3,I 
53 

traL%S 
trace8 

sur ethanol 

% Molaire w/w 

8,8 &I 
26,4 21,8 
9,4 6.6 
9-9 10,l 
693 5,I 
5,9 3s 
699 433 
893 698 
I.7 I,4 
- - 

299 i5’29 

214 
296 
3,I 

296 3,O 
3s 3,5 
097 0,7 
l-0 I,I 

traces 
traces 

un autoanalyseur Technicon, n’a permis de deceler que 
la presence de glucosamine pour les deux cultures. Les 
quantitks de glucosamine lib&es apt&s hydrolyse 
chlorhydrique et ~-ac~tyl-glu~o8amine liberkes apr& 
action du sue d’Helix pomatia Kant identiques, ceci 
signifle que toute la glucosamine presente dans les 
parois se trouve sow la forme N-acetyk La culture 
SW milieu ethanol conduit 11. des cellubs ayant de8 
parois plus riches en hexoses et plus pauvres en hexo- 
samines et proteines que la culture sur milieu Cthanol. 

La determination des sucres ne fait cependant pas 
apparaitre de difference quant a la nature et a la reparti- 
tion de ceux-ci. En effet l’analyse chromatographique 
&vele pour les deux lots, la prknce de glucose et 
mannose dont le rapport molaire glucose/mannose est 
de 1 pour les cellules cultivees sur methanol et de 1,1 
pour les cellules cultivkes sur ethanol. 

L’examen de la composition en amino acides de la 
fraction protkique des parois donne les resultats 
rapportb dans le Tableau 2. Si la teneur globale de la 
fraction prot&ique de la paroi de levure varie selon le 
substrat, il en est de m&ne de la composition en amino 
acides de cette fraction. La culture Cthanolique conduit $ 
des parois possklant une t&s forte proportion de threo- 
nine et une plus faible proportion d’amino acides basiques 
et aromatiques par rapport a la culture methanolique. 
Notons aussi la presence de mkthionine pour la culture 
sur m&than01 et celle de la cyst&e pour la culture sur 
ethanol. 

Tableau 3. Quantit&s de fractions A, B et C recueillies apr&s 
tratement des parois par l’kthyl&ne diamine 

Cuhure 
fractions 

Methanol Ethanol 

A 45,l 32,6 
B 5 17,2 
C 47,8 38,7 
Total 97,9 88,5 

Les hmltats sout exprimps en % de fractions obtenws. 

Fractionnem4mt des parois 

L,es analyses prkkdentes se rapportant aux parois 
entieres rev&Lent une composition chimique diffkrente 
sansprtciserquelssontlesconsti~uantsmaCromol~nfai~ 
modifk Now avons clive celles-ci par traitement a 
l’kthylbne diamine et effectue lea analyses chimiques des 
fractions obtenues. Le clivage par l’t%hylene diamine 
nous a permis d’obtenir trois fractions A, B et C dont 
les teneurs respectives sont rassembkes dans le tableau 3. 
Le residu solide ~onstitu~t la fraction c prksente en- 
core, ti l’examen microscopique, l’aspect de paroi. 

Nous obtenons pour la levure cultivke sur ethanol, 
une teneur en fraction B environ 3,5 fois plus Clev&e 
que pour la culture sur substrat methanol. Les fractions 
A et C sont plus faibles pour la culture ethanolique mais 
le rapport Fr A/Fr C reste sensiblement identique pour 
les deux substrats. La paroi de la souche cultiv6e sur 
mkthanol qui est la plus riche en matike proteique, 
possede la fraction A la plus importante. Ce fait a deja 
ete rapporte par Bonaly et al. [Z] Ces dilkences dans 
le mode de ciivage mettent en evidence des architectures 
diffkentes entre les deux lots de parois. 

aids a~~~ti~e detractions A, B et G 

L’ktude comparative des differentes fractions entre 
elles respectivement pour les teneurs en hexoses, pro- 
t&es et hexosamines, donne les r&&tats rapport&s 
dans le tableau 4. Les rbultats confirment les analyses 
effectukes sur les parois totales. Nour retrouvons en 
effet, pour la culture sur Bthanol, un deficit protkique 
compenst par une teneur plus &levee en oses. Des 
diff&ences importantes entre les deux cultures se situent 
kgalement au niveau des fractions B et de la repartition 
des monom~res glucose et mannose dans les fractions, 
En effet, si du point de vue prott%que, les fractions B des 
deux cultures cornportent la m&me quantite d’amino 
acides, soit I,3 % de la paroi pour le substrat methanol 
et 1,4x de la paroi pour le substrat CthanoL il y a une 
difference t&s importante au niveau glucidique. La 
fraction methanol comporte 3,3x des oses parietaux 
tandis que la fraction &than01 en comporte 15~ %. 
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Tableau 4. Composition chimique des fractions A, B et C 

Fraction constituants Culture sur Culture sur 
methanol ethanol 

- Hexoses Teneur 
Glucose 
Mannose 

Protkines 
Hexosamines 

’ Hexoscs Teneur 
Glucose 
Mannose 

PrOtiCS 

Hexosamines 
’ Hexoses Teneur 

Glucose 
Maunoge 
Prot~ines 
Hexosa&nes 

SO,6 58,9 
0.7 O,3 

4692 39,2 
391 199 

66-1 91,7 
174 6 

25,s 8,2 
890 traces 

68,4 79,6 
197 4 

10,l 697 
21,4 13,7 

RCultats exprimts en pourcentage du poids des fractions 
hydrolysks. 

Quant & la rkpartition des monomkes glucose et 
mannose les rapports molaires dkmontrent une dif- 
f&rence dans le mode d’association de ces deux hexoses 
dans les trois fractions entre les deux cultures. Nous 
observons une concentration nette de mannose dam 
les fractions A, ce qui atteste la pnkence de mannanes 
solubles dans les alcalis, Northcote et Horne [3]. Dans 
les fractions B et C le glucose prkdofiine.~ Cependant, 
alors que les rapports glucose/mannose varient d’un 
facteur de 2 g 2,5 entre les diverses fractions de la cul- 
ture sur mkthanol, ils varient d’un facteur de 13 et de 
20, entre les fractions de la culture sur kthanol. 11 ap- 
parait ainsi que la culture sur mCthano1 favorise la 
biosynth&e de polymkres de type gluco-mannanes 
tandis que la culture sur Cthanol favorise la biosynthbse 
de glucannes. 

Les teneurs en hexosamines diffkrent kgalement 
beaucoup dans les fractions C. La fraction C ‘mkthyol’ 
comprend deux fois plus d’hexosamines que la fraction 
C ‘Cthanol’ soit 10,2 % de la masse pariltale contre $3 %. 
Nous avons done voulu isoler ces hexosamines et 
avons p&park les sous-fractions Ct selon le protocole 
de Moulki et Bonaly [4] qui permet d’identifier la 
chitine des parois en se basant sur des critkres d’in- 
solubilitet: de cet aminopolysaccharide proposks par 
Houwink et Kreger [S]. 

Les fractions Ct obtenues reprkentent respectivement 
pour les cultures sur mCthano1 et kthanol, 7,3 et 6,2x 
de la masse pa&tale et contiennent respectivement 73 % 
et 25% de glucosamine. D’autre part, le traitement de 
ces sous-fractions Ct par le sue d’Helix pomatia libk 
les m&mes quantitb de N-acktylglucosamine. Ceci 
nous am&e & penser que ces molkcules de IV-aktyl- 
glucosamine se trouvent polym6riskes sous forme de 
chitine. L’analyse des fractions Ct aux rayons X permet 
de vkrifier la prbence de cet aminopolysaccharide. 
Nous aurions done pour la culture sur mkthanol, une 
teneur en chitine paridtale de 5 B 6 % et pour la culture 
sur kthanol, une teneur de 1 B 45 %, le reste des hexo- 
samines ne se trouvant pas sous forme de chitine type. 

Plusieurs ttudes ont dkj& ttk effectubs pour mettre 
en Cvidence l’intluence du milieu de culture sur la struo 
ture pa&ale des levures Ainsi, McMurrough et al. [6] 
ont mis en 6vidence les modifications pa&ales de 
Saccharomyces cerevisiae selon la richesse du milieu 
nutritif en source carbon& ou azotke. De m&e, Bonaly 
et al. [Z] ont montrC l’incidence de la composition du 
&lieu de culture sur la paroi de levures du genre 
Rhodotorula. La prbente Etude confirme l’importance 
du r61e jouC par le milieu de culture sur les structures 
pa&tales, et dkmontre que les cellules d’une meme 
souche cultiv&es sur mtthanol ou kthanol ne’synthktisent 
pas leer paroi de fawn identique. 

La culture sur mkthanol favor&. la formation de 
dkivbs chitineux ainsi que de constituants protCiques 
au dktriment de.s oses ; Ceux-ci se prkntent soua forme 
d’htt&opolym&es B base de glucose et mannose & 
parties &ales. La culture sur Bthanol favorise la forma- 
tion de glucopolymbres: glucomannannes (fraction A), 
et glucannes les teneurs en mat&es protkiques, hexo- 
samine et chitine Kant faibles. 

Toute la glucosamine pr&ente dans les parois n’entre 
pas dans la chitine, aussi peut-on penser que les liaisons 
copule-glucidique copule-protkique font intervenir la 
glucosamine qui wait impliquke dans une liaison soit 
0-glycosidique, soit ester, soit N-acktylglycosalamine. 
Les rapports taux de matike prottique/taux de gluco- 
samine sous forme non chitineuse, sout voisins et tgaux I+ 
3 pour la culture mkthanolique et 3,5 pour la culture 
kthanolique. 

Le fractionnement chimique dkmontre que, aprks 
culture des cellules sur millieu mkthanolique les parois 
posddent un squelette prtsentant une trame importante 
de chitine associte A des blkments prottiques et gluci- 
diques de type mannoglucanne. Apr&s culture sur milieu 
Cthanolique le squelette est form6 de glucannes et d’un 
peu de chitine associks k des parties glucidiques et 
prottiques. 

Une souche de levure ne peut done &re cultivke sur 
divers substrats sans variation dans la constitution de 
la paroi. Ce phknom*ne peut &re exploit& pour supprimer 
ou atttnuer la p&ewe de compods indkirables qui 
peuvent interfkrer lors de la digestion des cellules par les 
vertkbtis. Les rksultats d’une telle btude devraient &tre 
mis en parall& avec les rksultats de tests de digestibilitk 
afin de prkiser des interfknces sur la valeur nutritive. 

PARTIE EXPERIMENTALE 

MutPriel. Nous disposons de deux lots d’une souche de 
levure. du genre ‘Torulopsis’ provenant de la culture en continue 
dans deux sub&rats carbon&-mkthanol et ethanol. 

Ohtention des ptrrrh Les parois sont prkparbes conformbment 
B la techniuue. utiliske dans notre laboratoire [Z]. Les cellules 
& le~ut~, iyophiliti, sont mises en suspen&n dans l’eau 
&Still&? DUiS brOVbS $ bide d’UD brOyeUr i bilks tifrk$rk 
M.S.K. (Braun-Iklsungen), Les”broyatd sont repris A Me,CO 
pour kliminer les lipides puis lavks par le m&lange Et,0 de 
p&role sulfurique pour kliminer les kntuels pigments caro- 
tioides. L’tlimination totale des debris membranaires cst 
assurke par traitement au phosphate disodique et g la trypsine. 
De nombreux lavages ulttrkurs A l’eau distill&e permettent 
d’obtenir des parois proprezs qui sont conservks lyophilisk 

Dissociation des polym&es parihux. Les parois lyophilides 
se prksentant sous forme d’agr&sts, il est tr& difficile de les 
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mettre et de les matter en une suspension homo&ne. Tome 
etude n&cessite done une mise en solution pr&tlable afin de 
pouvoir appliquer lea diverses techniques anaiytiques sur des 
prises d’essais aussi hoxnogbes que possiblt. Le clivage dcs 
parois est obtenu par hydrolyse acide effect& par HCI 6N et 
2N en tubes s&es a 105” en respectant les conditions pre- 
conk&es par Montreuil et Spick [7]. 

h4Pthodes anal~t~~~~~ Lz dosage des oses neutres est effectue 
par ies reaction+ 3 l’orcmd sulfurique [8] et a l’anthrone sul- 
furique [9] sur des hydrolysats obtenus par HCI 2N. Une 
determination du rapport molaire des otes constitutifs de la 
paroi par chro~to~ap~ sur papier, selon la technique de 
Date [lo], doit &tre efl&tu& avant le dosage (solvant : EtOAc- 
Py-H,Q; 2: 1:2). RCvelateur : citrate d’aniline. Les hexosamines 
sont do&e par la m&hode d’Elson-Morgan selon le protocole 
d&it par Ghuysen, et al. [IIf apres uue hydrolyse par HCl 
6N a 105”. L’identification de ces compods est r&alisee sur un 
auto-aualyseur Technicon selon le pro&de de Monsigny [ 121. 
La teneur en fraction proteique est estimQ par la reaction avec 
le Z-4 ~nitrofluoro~~ne [13] apres hydrolyse par HCl6N 
a 105” pendant 24 hr, les amino acides &ant determines et 
doses par chromatogmphie a l’autoanalyseur Tech&on selon 
le pro&xl& general de Pier et Morris [14]. 

Traitement des par& par ~~fky~~~ &amine. L’actiou d’agents 
chimiques alcalins et acides pour cliver les parois est trop 
brutale pour l’obtention de composes sullisamment poly- 
m&i&s permettant d’aborder une etude stnmturale. Nous 
avons prif&re t’action de l’ethyll?ae diamine qui permet de diver 
la paroi en trois fractions: A, B et C comme le preconisent 
Kern et North&e [15$ Ces trois fractions reportdent aux 
criterea de solubilite suivants: la fraction A est soluble dans 
1’6thylene diamiue et l’eau distills, la fraction B est soluble 
dam l’ethylbne diamine et insoluble dans l’eau distill&e, la 
fraction C est insoluble dans l’ethylbne diamine et l’eau distill&a. 

~~ff~~~~n de la chitine. La chitine des parois est isoRe a 
partir de la fraction C r&sultant du traitement a l’ethyltne 
&amine. La caracterisation est bade sur les criteres d’insolu- 
bilite dam une solution de HC13 Y,, et de NaOH 3 Y, comme 
de&t par Houwiuk et Kreger [5]. ” 

_ 

Tr~te~~s enzymatiques. Les parois ont ettc soumises a 
divers traitements enzymatiques effect&s 8 38” sous agitation 
con&ante. Action du sue d’Helix pomatla et de la S glucannase 
(grlinsted) dans un milieu r&tionneI en tampon a&ate de 
sodium 0,l molaire ajuste a pH = 5,5 en presence da&o- 
my&e a 5 *A (16). Action de la pronase (Calbiihem) en tampon 
acetate de calcium 0,Ol M ajuste a pH = 8 par Na OH et sous 
toluene. 
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