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INTRODUCTION

Les 1levures, champignons unicellulaires manifestent
plusieurs phénoménes biologiques, parmi lesquels la floculation
c'est-a-dire la formation spontanée, au cours du cycle de
croissance, d'agrégats pluricellulaires a partir d'éléments
isolés.

Ce phénoméne est trés répandu dans 1le monde vivant et
conditionne de nombreux aspects de la vie des organismes uni et
pluricellulaires (WINDISCH, 1968).

Au cours de la foculation, 1les cellules de 1levures en
suspension s'agrégent et adhérent en formant des flocons qui
sédimentent rapidement dans le milieu de culture (RUSSEL et
al.1980), ou qui, grdce a 1l'inclusion de bulles de gaz
carbonique, vont flotter a la surface (STAHL et al. 1983).

Les levures peuvent manifester en plus un phénoméne désigné
sous le nom d'agglutination sexuelle qui constitue 1la premiére
étape du processus de reproduction par 1la voie sexuelle. Ce
phénoméne apparait pendant la phase de croissance dans un milieu
nutritif déterminé. L'agglutination sexuelle se produit
normalement entre des cellules de "mating type" différent
(BALLOU, 1982).

Selon YEN et BALLOU (1974) la flo ul=tion se distingue de
l1'agglutination par les points suivanis.

- Le nombre de cellules floculées est illimité

- Le temps d'apparition de la floculation est une
caractéristique de 1l'espece de levure alors que 1l'agglutination
sexuelle apparait toujours pendant la phase de croissance.

- L'agglutination sexuelle nécessite un milieu nutritif, par
contre la floculation peut apparaitre en milieu nutritif ou non.

- Les levures de méme "mating type" peuvent floculer.

La floculation des levures a été largement étudiée car son
role, dans plusieurs industries alimentaires, notamment en
brasserie, levurerie et production de protéines d'organismes
unicellulaires, est considérable (STEWART et RUSSEL, 1981). Elle
est aussi d'un grand intérét lors de la culture de champignons
filamenteux producteurs d'acide citrique, d'antibiotiques ou
d'agents de fermentation variés.



La floculation des levures et le phénoméne d'agrégation de
cellules d'organismes pluricellulaires présentent des
caractéristiques analogues. Ainsi la fixation de bactéries ou
de levures pathogénes sur un hote ou 1'adhérence de
microorganismes a des supports variés, est sous la dépendance de
mécanismes analogues qui font intervenir les structures externes
de l1l'enveloppe cellulaire (OFEK et SHARON, 1983).

Dans le domaine industriel, la maitrise de ces processus a
des conséquences économiques directes: une floculation précoce
ralentit ou empéche les fermentations, les levures n'ayant plus
un contact suffisant avec le milieu de culture. Par contre, une
floculation tardive ou insuffisante oblige a des traitements de
séparation coliteux (BONALY et LEMATRE, 1983).

Malgré la somme impressionante de résultats accumulés, ce
sujet demeure assez controversé car il pose de nombreux
problémes tant du point de vue fondamental que du point de vue
appliqué.

Les mécanismes de la floculation, encore mal définis, font
intervenir les parties externes des parois cellulaires (THORNE,
1951; KAMADA, 1984). ILs dépendent de facteurs intrinséques et
de facteurs extrinséques. Ainsi la floculation est un caractére
génétique dont la manifestation phénotypique dépend de plusieurs
génes.

LEWIS et al., (1976) ont identifié deux génes dominants
(FLOI et FLOII) et un géne récessif (FLO 3) dont 1°_xpiession
conditionnerait la floculation; un seul d'entre eux serait
suffisant pour qu'une floculence optimale se manifeste et il n'y
a pas d'effet additif des génes (RUSSEL et al., 1981 MIKI et
al., 1982).

Le caractére floculant est aussi influencé par des
facteurs nutritionnels. Les sources de carbone, la forme et 1la
quantité des sources azotées ainsi que les ions minéraux jouent
un rdle important dans 1l'apparition de 1la floculation. Les
substances nutritives peuvent-étre des inhibiteurs ou des
activateurs; un méme nutriment peut avoir des effets opposés
suivant sa concentration, la souche de levure, ou la présence
d'autres produits dans 1le milieu (TAYLOR et ORTHON, 1975;
STEWART et GORING, 1976; AMRI et al., 1979 et 1982). La
floculation dépend, par ailleurs, des facteurs physico-chimiques
du milieu environnant tels que le pH, 1la température,
l'agitation et 1'aération (CALLEJA, 1970; TAYLOR et ORTHON,
1973).



La multiplicité des facteurs et 1la complexité de leurs
intéractions font que le phénoméne de floculation n'est pas
toujours maitrisé et qu'une méme souche peut manifester des
aptitudes floculantes variables au cours du cycle de
fermentation. Elle peut changer de degré de floculation, devenir
de plus en plus floculante ou inversement perdre cette propriété
(THORNE, 1951; PATEL et INDGLEDEW, 1975).

L'examen des travaux sur la floculation des levures révéle
qu'une variété surprenante de facteurs influence ce phénoméne.
Les divergences des résultats selon les auteurs tiennent en
partie a la multiplicité des déterminants, ceux du milieu,
ceux de la souche de levure, de son métabolisme,de sa croissance
et de la biochimie de son développement cellulaire (BONALY et
LEMATRE, 1983).

I1 apparait, souvent, qu'une levure, pour floculer doit
avoir, au cours de son développement, élaboré des structures
pariétales spécifiques. Cette synthése est conditionnée par une
aptitude génétique qui ne peut s'exprimer que si le milieu de
culture, d'une part contient des éléments indispensables et,
d'autre part, offre des conditions physico-chimiques
appropriées (NISHIHARA et al., 1976; HOLMBERG, 1978; MIKI et
al., 1981).

En dépit des nombreux travaux sur 1la floculation, le
mé ranisme intime, les structures moléculaires et 1les forces
m’ 3es en jeu, restent a étre élucidés. En effet, si le caractére
g=nétique de la floculation est maintenant établi, il n'en
demeure pas moins que l'aspect moléculaire constitue encore un
vaste champ d'investigations (AMRI et al, 1981).

Certains auteurs tels que PATEL et INGLEDEW (1975) se sont
efforcés d'expliquer la floculation surtout d'un point de vue
métabolique. S'il est wvrai que des processus métaboliques
particuliers apparaissent au cours de ce phénoméne, cette
approche s'avére cependant insuffisante pour expliquer les modes
d'intéractions cellulaires au moment de la floculation (MIKI et
al., 1981).

L'évolution des techniques de désintégration des cellules
de levure a permis des études sur la paroi cellulaire et son
réble dans le phénoméne de floculation (MARFEY et al., 1977). A
ce point de vue, des divergences subsistent encore quant a 1la
nature des constituants pariétaux ou la qualité des groupements
ioniques concernés.



Des données établies par des études récentes et anciennes
montrent la nécessité de certains ions pour la manifestation de
la floculation en, particulier les ions Ca ¥ qui forment des
ponts ioniques entre les groupements anioniques fonctionnels
tels que phosphates (LYONS et HOUGH, 1971) ou Carboxyles
(STEWART et RUSSEL, 1975), situés a la surface cellulaire.

D'autres auteurs ont insisté sur la nécessité d'un milieu
riche en composants azotés et ont constaté, en brasserie, que 1la
floculation précoce dépendait de 1la présence de polypeptides
dans le milieu de fermentation (FUJINO et YOSHIDA, 1976).

BEAVAN et al., (1979) ont proposé une théorie
électrostatique de la floculation, selon laquelle une partie de
la paroi cellulaire chargée positivement s'associerait a une
partie correspondante, chargée négativement d'une autre cellule;
alors que HAMIS et MITCHELL (1973) ont mis 1l'accent sur la
formation de polysaccharides exocellulaires par de nombreux
micro-organismes au moment de la floculation.

TAYLOR et ORTON (1973) puis MIKI et al., (1981) ont suggéré
l'implication d'un phénoméne biologique spécifique qui met en
jeu une liaison protéine-hydrate de carbone. Cette derniére
hypothése (type lectinique) selon laquelle des facteurs du type
lectinique, permet & 1la surface cellulaire intervenant dans 1la
floculation, a été vérifiée pour les 1levures Saccharomyces et
plus récemment prur les levures Kluyveromyces bulgaricus (AL
MAHMOOD et al., .987;.

En dépit des nombreux travaux réalisés sur la floculation
des levures, il y en a peu, qui ont porté & 1la fois sur les
facteurs nutritionnels et la paroi, ainsi que leur relation avec
la floculation (McMURROUGH et ROSE, 1967; AMRI et al., 1981).

Afin de préciser si des mécanismes différents
interviennent dans chaque cas de floculation des levures, nous
avons entrepris une étude sur des levures Kluyveromyces lactis
haploides floculantes et non floculantes.

L'objectif de cette étude est de faire un lien entre les
différents concepts actuels, physiologiques, physicochimiques et
structuraux pour tenter de développer un "schéma" cohérent du
mécanisme de floculation des levures. Deux aspects ont été
successivement étudiés:

- L'aspect physiologique: qui concerne 1'incidence des facteurs
nutritionnels et physico-chimiques sur la floculation



- L'aspect biochimique: qui consiste a isoler 1les structures
pariétales, obtenues dans des conditions de culture identiques,
soit a partir de cellules entiéres (floculantes ou non)soit a
partir de parois isolées. IL s'agit ensuite de préciser 1la
relation entre la floculation et les structures impliquées et
d'évaluer les changements caractéristiques des constituants de
la paroi intervenant au moment de 1la floculation des levures
Kluyveromyces lactis.
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I. TERMINOLOGTIE

La floculation est un phénoméne biologique qui affecte des
cellules vivantes dispersées. Elle se manifeste par la formation
d'amas cellulaires qui se séparent du milieu en suspension par
sédimentation ou par flottaison.

Ce phénoméne a été observé par PASTEUR (1876) qui découvrit
la présence d'une levure floculante dans une fermentation
ordinaire. La floculation a été par la suite décrite sous divers
termes: agglomération (GEILENKOTTEN et NYNS, 1971); association
(TAYLOR et ORTON 1973); agrégation (STAHL et al.,1983); adhésion
(KAMADA et MURATA, 1984 a et b) ou alors agglutination,
coagulation ou formation de flocons (CALLEJA, 1974). D'aprés
STEWART (1981) le terme de floculation est utilisé en général,
pour décrire tous les processus d'agrégation dans 1lesquels un
systéme Colloidal forme des particules plus grandes qui ne
restent plus en suspension. Ainsi STEWART et RUSSEL (1981)
distinguent différents types de floculation en particulier:

- l1l'autofloculation qui concerne l'agrégation de cellules
d'une méme espéce.

- La co-floculation gqui désigne l'agrégal ion entre diffé-
rentes souches de levures ou autres espéces de icroorganismes.

Récemment ESSER et KUES (1983) puis ROSE (1984) définissent
la floculation des levures comme étant le phénoméne par 1lequel
les cellules de levures en suspension s'agrégent et adhérent en
formant des flocons qui sédimentent ou flottent rapidement dans
le milieu. Dans ce dernier cas, selon RAINBOW (1966) 1la
flottaison est provoquée par l'inclusion de dioxyde de carbone.

Par ailleurs, l'agrégation de certaines 1levures constitue
une condition préalable d'initiation du cycle sexuel, il s'agit
alors de floculation ou d'agrégation sexuelle (CALLEJA et
JOHNSON, 1971).

En outre, le phénoméne de floculation est observé dans
plusieurs systémes biologiques trés différents, comme le résume
le tableau 1.



TABLEAU 1: "Principales réactions"d'agrégation,
d'adhésion ou de floculation

SYSTEMES BIOLOGIQUES OU REACTIONS

D'AGREGATION, D'ADHESION OU DE REFERENCES
FLOCULATION
Réaction anticorps-antigénes SHAW et ALIS, (1972)
Agrégation des bactéries CUMSKY et ZUSMAN, (1979,1981

a et b) EGGEST et al., (1983)

Production de mycéllium chez les

: MIRELMAN, (1986)
champignons

Agrégation de cellules d'éponges |HUMPHREY et al., (1977)
JUMBLATT et al., (1980)

Agrégation des cellules dans les |[PUHAN et MARTIN, (1971)

tissus de culture végétale MC WILLIAM et al., (1974)
Agrégation cellulaire des ROSE et al., (1974)
moisissures (dans les boues) BARONDERS ET HAYWOOD, (1979)
Floculation des Levures GILLILAND, (1951),RAINBOW(1966)

GEILENKOTTEN ET NYNS, (19 )
STEWART, (1975), STEWART T
RUSSEL, (1981); ROSE, (1984)

II. CLASSIFICATION

De nombreuses <classifications de différents types de
floculation ont été proposées, en particulier, pour les levures
de brasserie.

Dés 1951 GILLILAND avait isolé des souches pures de
différentes levures utilisées en brasserie qu'il regroupe en
quatre classes selon leur comportement au cours de la
fermentation. Le tableau 2 rassemble 1les caractéristiques des
principales classes de levures selon cet auteur.



TABLEAU 2: Principales classes de levures selon leur
comportement au cours de la fermentation
(d'aprés GILLILAND, 1951)

CLASSE CARACTERISTIQUES
I les levures restent dispersées pendant toute
la fermentation. Elles ne sont pas floculantes.

les levures restent dispersées pendant la plus grande
I[I |partie de la fermentation. Elles forment des flocons

peu compacts en fin de fermentation

les levures floculent vers la fin de la fermentation
[I] |en formant des masses solides qui sédimentent au

fond de la cuve

les levures floculent fortement dés les premiers
stades de la fermentation

IV

Plu t2rd, STEWART et al. (1975), étudiant la croissance de
levures Lautes de brasserie (S. cerevisiae) et leurs caractéres
de floculation, les ont classées en cing catégories:

1/- Les souches non floculantes

Les cellules de ces souches de levure restent individuelles

-

et n'ont aucune aptitude a floculer.
2/~ Les souches cofloculantes

Les souches ne floculent pas mais forment des agrégats
diffus en présence d'ions calcium (type B). En présence de
souches partenaires co-floculantes (type A), les premiéres
forment des agrégats qui sédimentent rapidement.

3/- Les souches floculantes en présence de Mofit
Ces souches peuvent floculer au cours de 1la culture en

mo{it, mais ne floculent pas quand elles sont cultivées en milieu
synthétique. Elles semblent exiger des composés inducteurs qui



stimulent la floculation. Ainsi, elles floculent en présence
d'acides aminés tels que 1l'acide glutamique et l'acide
aspartique dans le milieu de culture.

4/- Les souches floculantes

Ces souches peuvent floculer sur divers milieux (Molit ou
milieu synthétique). Elles sont aptes a synthétiser les
composants qui induisent leur floculation.

5/- Les souches formant des chainettes

Lorsque ces 1levures bourgeonnent, les cellules ne se
séparent pas totalement des cellules méres, l'ensemble donne des
flocons de cellules qui sédimentent dans le milieu de culture.

I1II. FACTEURS INFLUENCANT LA FLOCULATION DES LEVURES

La floculation des levures est un phénoméne complexe qui
est soumis a4 1'influence de nombreux paramétres. Lorsque les
conditions génétiques et physiologiques des cellules permettent
la floculation, celle-ci dépend des facteurs environnants dont
les plus importants sont ceux qui perturbent directement ou
indirectement 1le métabolisme cellulaire ou/et altérent la
structure pariétale (/TKINSON et DAOUD, 1976). La figure 1
résume l1l'ensemble d s acteurs qui interviennent dans le
phénoméne de floculat on.

FACTEURS GENETIQUES

ET
PHYSIOLOGIQUES
NUTRITION — METABOLISME FAROL » FLOCULATION
T CELLULAIRE
+

FACTEURS DE L'ENVIRONNEMENT

Fig. 1: Facteurs influencant la floculation
(ATKINSON et DAOUD, 1976)

= G



II1.1. LES FACTEURS GENETIQUES

GILLILAND (1951) et THORNE (1951) ont montré pour la
premiére fois l'aspect génétique de la floculation.

GILLILAND, pour étudier 1le caractére floculant chez 1a
levure Saccharomyces cerevisiae a procédé a plusieurs
croisements, il supposait alors que 1la floculation était un
caractére hériditaire gouverné par un seul geéne.

De son c6té THORNE (1951) a proposé que la floculation de
cette levure est gouvernée par au moins trois génes dominants
polymériques, chacun étant suffisant pour conférer a 1la levure
le caractére floculant. Ce caractére peut-&tre modifié par
1'influence d'autres génes appelés suppresseurs et/ou
modificateurs (CLAYTON et al., 1972; ANDERSON et MARTIN, 1975).

LEWIS et JOHNSTON (1974) et LEWIS et al., (1976) ont
identifié trois génes de floculation : deux génes dominants
(FLO 1 et FLO 2) et un géne récessif (Flo 3); la présence d'un
seul géne dominant suffit pour l'expression du phénotype de 1la
floculation, il n'y a pas d'effet additif en combinant les
génes.

STEWART et RUSSEL (1977) ont é ibli la carte des génes de
floculation de Saccharomyces cerev: iizz Spt et ont pu identifier
un quatriéme géne dominant supplémentaire désigné FLO 4 chez une
souche de cette levure haploide.

RUSSEL et al., (1980) ont confirmé que ces trois génes
dominants (FLOl, FLO2, FLO4) sont identiques et compris dans un
seul locus du FLOl sur le chromosome N°I (ROTHSTEIN et SHERMAN,
1980) et la distance entre FLOl et a de 1 est estimée a 37
centimorgan (CM) (STEWART et RUSSEL, 1977).

Récemment, MIKI et al.,(1982a) montrent 1l'existence d'un
facteur de reconnaissance cellulaire chez la levure
Saccharomyces cerevisiae qui s'attache au niveau du site du
mannane pariétal et qui est gouverné par 1'expression
phénotypique du géne dominant FLOIL.

LIPKE et HULL, (1984) en étudiant la floculation du mutant
S.cerevisiae tupl, ont montré que celle-ci n'a pas les mémes
caractéristiques que 1l'agglutination sexuelle. De plus la
floculation de ce mutant est différente de celle gouvernée par
le géne FLO 1 particuliérement en ce qui concerne sa sensibilité
au pH, aux cations et a l'inactivation chimique.

De leur cdté, RUSSEL et STEWART (1972), JOHNSTON (1980,
1981) puis JOHNSTON et READER (1982,1983) ont identifié un autre
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géne dominant différent FLO5 qui gouverne le caractére
extrémement floculant. Ce géne serait localisé sur le chromosome
IIT. A 1a méme époque THORTON et al., (1980) ont mis en
évidence, a c6té du géne recessif flo3, deux génes désignés FLO6
et FLO7 chez la levure Saccharomyces.

L'expression quantitative de la floculation gouvernée par
le géne dominant FLO est complexe et dépend de deux types de
génes: les génes modificateurs et 1les génes suppresseurs
(HOLMBERG, 1978; HOLMBERG et KIELLAND BRAND, 1978). Les travaux
de ces auteurs ont révélé la présence de deux génes suppresseurs
désignés fsu 1 et fsu 2 qui suppriment chez 1la levure
Saccharomyces la floculation gouvernée par le géne FLO1.

Selon JOHNSTON (1981), 1l'expression phénotypique de 1la

floculation sous le contrdéle des différents génes peut &tre
représentée par le schéma indiqué par la figure 2.

DEGRE DE FLOCULATION

0 1 2 3 4 5
faiblement modéremment ext Ameunent
floculante floculante £flaulante

FLO6
FLO7

Fig. 2: Expression phénotypique de la floculation sous le
contrdole des génes. (JOHNSTON, 1981)

Des travaux récents (WILKIE et EVANS, 1982; WILKIE 1983;
ESSER et al., 1987) supposent que des éléments génétiques
extrachromosomiques seraient impliqués dans le contrdle de 1la
floculation. En effet ces travaux montrent que les souches a
petites mitochondries provenant de souches floculantes
présentent une baisse significative du degré de floculation par
rapport 48 la souche parentale. Ces résultats permettent de
supposer que le génome mitochondrial joue également un réle



important dans le mécanisme de floculation. Ce phénomeéne
peut étre expliqué par le fait qu'une mutation au niveau de ce
génome provoque des changements structuraux de la paroi
cellulaire (EVANS, 1983).

Enfin, malgré les nombreux travaux sur les génes qui
contrdélent la floculation les mécanismes qui modifient
l'expression de ces génes dans 1la floculation reste a étre
élucidés.

III.2. LES FACTEURS PHYSIOLOGIQUES

La floculation peut-étre affectée par 1'dge physiologique
des cellules de 1levures. Selon MILL (1964 a) 1la formation
d'agrégats de S. cerevisiae est faible en phase exponentielle
puis s'intensifie a la fin de cette phase. Par contre selon
NISHIHARA et al., 1976a). Cette levure commence a floculer
pendant la phase exponentielle pour atteindre son maximum a la
fin de cette phase. De méme AMRI et al., (1979) et HUSSAIN et
al., (1986) ont montré que la floculation d'une souche de levure
de brasserie, S. wurarum 0006 survient en fin de pha-e
exponentielle. Par ailleurs, AL MAHMOOD (1988) a observé g e
K.bulgaricus flocule rapidement dés 1le début de 1la bph. se
exponentielle.

III.3. LES FACTEURS NUTRITIONNELS

Ces facteurs se rapportent au milieu de culture et sont
liés aux exigences de 1la levure. En effet comme tout
microorganisme, 1la levure a besoin d'une source nutritive
équilibrée pour sa croissance et éventuellemnt sa floculation .

Il est bien connu que toute variation qualitative ou
quantitative des éléments du milieu de culture peut affecter 1la
croissance et la formation d'agrégats cellulaires (AMRI et al.
1982). Aussi allons-nous passer en revue l'ensemble des travaux
relatifs a4 1'influence des facteurs sur la floculation.

ITI.3.1. LES GLUCIDES

De nombreux travaux récents et anciens ont démontré
l'action inhibitrice des glucides sur la floculation des levures
(BURNS, 1937; KAMADA et MURATA, 1984 b).
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Déja BURNS (1937) montra chez wune 1levure haute que le
saccharose inhibe la floculation et qu'une baisse des teneurs de
certains sucres en particulier le fructose, 1le glucose et le
saccharose dans le mo{it correspond au moment de la floculation.

LINDQUIST (1953) puis RAINBOW (1966) ont affirmé que Ile
glucose, le mannose, le maltose et le saccharose dispersent des
agrégats de certaines souches de levure

Les travaux de EDDY (1955) puis ceux de MILL (1966)
attestaient que le mannose et le glucose étaient plus actifs que
d'autres sucres sur la dispersion des agrégats cellulaires des
levures Saccharomyces cerevisiae. Par ailleurs KREBS (1966) puis
KIRSOP (1974) ont indiqué qu'un mo(it enrichi en glucose entraine
une floculation moins intense, par contre NISHIHARA et al. (1976
b) constataient que 1le glucose était indispensable pour
1'induction de la floculation.

De leur cd6té, TAYLOR et ORTON (1978) ont remarqué que le
mannose abaissait spécifiquement l'intensité de 1la floculation
chez la levure de Saccharomyces cerevisiae, alors que le glucose
le maltose et le fructose étaient sans effet.

Par 11 suite, AMRI et al., (1979) ont mis en évidence Ile
roéle quali .atif et quantitatif que jouent 1les sucres sur la
floculativa ¢e Saccharomyces uvarum.En effet, ils montraient
qu'une réduction de la concentration en glucose a 5% dans le
milieu de culture accélérait la floculation de ces levures. Ces
résultats ont été confirmés par les travaux de KAMADA et MURATA
(1984b) sur les levures Saccharomyces cerevisiae.

Plus récemment, HUSSAIN et al., (1986) ont précisé le
caractére spécifique de 1l'action des sucres. Ainsi ils montrent
le réle inhibiteur du mannose, du mannose -6- plosphate et des
oligosaccharides ayant le mannose comme groupement terminal wvis
a vis de la floculation de Saccharomyces uvarum, et celui du
galactose, du galactose-6-plosphate et des oligosaccharides avec
comme groupement terminal 1le galactose vis a vis de la
floculation de Kluyveromyces bulgaricus ce dernier résultat a
été confirmé par MANGUNWIDJAJA (1988) pour les levures

Kluyveromyces lactis.

I1I1.3.2. LES ELEMENTS AZOTES
L'incidence de la source azotée sur 1la floculation fait
1l'objet de nombreuses controverses. Selon certains auteurs
(MILL, 1964; BAKER et KIRSOP 1972; STEWART et al., 1973), les
protéines et/ou les peptides présents dans le milieu de culture
seraient des inducteurs de la floculation de certaines souches
de levures.



FUJI et HORTE (1975), MORIMOTO et al., (1975) et par 1la
suite FUJINO et YOSHIDA (1976) ont isolé un composant de nature
glycoprotéique capable d'induire la formation de flocons.

De méme, STEWART et al., (1975) avaient émis 1'hypotheése
qu'un composé d'origine peptidique, riche en acides aminés
dicarboxyliques (Glu et Asp), présent dans le moilt de
fermentation, était un inducteur de la floculation.

Selon MILL (1964a), les acides aminés basiques (His, Arg)
et les sels d'ammonium retardent la floculation quand ils sont
en excés dans le milieu de culture, alors que l1'acide
chloro-aminobenzoique entraine une floculation précoce.

Par ailleurs, CALLEJA et JOHNSON (1970) ont montré que 1la
floculation d'une souche haploide de Schizosaccharomyces pombe
ne peut avoir lieu en milieu synthétique, pauvre en peptides et
en acides aminés.

Plus récemment, AMRI et al., (1979) et SALHI (1986) ont
observé que les acides aminés ne semblaient pas jouer un réle
important dans la floculation de la levure Saccharomycs uvarum

III.3.3. LES E .:MENTS MINERAUX

De nombreux travaux ont mis en évidence 1'importance des
éléments minéraux dans le phénoméne de floculation.

Le rb6le indispensable du calcium dans le phénoméne de 1la
floculation des levures a été prouvé par de nombreux auteurs.
Ainsi , MILL (1964 b, 1966) LYONS et HONGH (1970, 1975) ont
montré que la présence des ions calcium était indispensable pour
la floculation des : levures Saccharomyces.

Selon certains auteurs des cations bivalents, tels que le
magnésium et le manganése peuvent remplacer 1le calcium dans
certains cas de floculation (STEWART et al., 1973, 1974; TAYLOR
et ORTON, 1973. STEWART et GORING, 1976.); toutefois la
substitution d'ions magnésium et manganése au calcium ne peut se
faire que dans des conditions particuliéres de pH; et d'une
maniére générale, selon MIKI et al., (1982a) le calcium reste un
élément indispensable pour la manifestation d'une floculation
maximale.

D'autres cations bivalents, en revanche, ont été décrits
comme de puissants antagonistes des ions calcium. TAYLOR et
ORTON (1973) ont observé que la floculation des 1levures peut-
étre inhibée par les ions alcalino-terreux (Srz+ et Ba2+} et les



substances complexant le calcium. Certains auteurs affirment que
le strontium entre en compétition avec le calcium dans le
mécanisme de floculation, résultat qui a été confirmé par Iles
travaux de NISHIHARA et al., (1986).

De leur co6té, STEWART et CORING (1976) ont montré que les
ions potassium et sodium induisent 1la floculation a faibles
concentrations. Cependant pour AMRI et al., (1982) 1le rapport
Ca/K dans le milieu de culture semble constituer un facteur
déterminant dans 1la manifestation de la floculation de
Saccharomyces uvarum.

I1 faut aussi signaler que, dés 1965 PORTER et MAc CAULEY
avaient montré que l'effet du calcium dépendait du pH du milieu,
et que cette dépendance variait d'une souche a l'autre. D'apreés
ces auteurs les souches de levure peuvent étre classées en 3
groupes:

- Les souches modérément floculantes qui montrent une
réponse limitée aux changements de pH et de calcium.

- Les souches trés floculantes dont la floculation dépend
plus du pH du milieu que de la concentration en calcium

- Les souches qui floculent a4 des pH élevés et n'ayant
pas besoin de calcium.

Bien que les ions calcium, magnésium et manganése jouent un
réle important dans les liaisons intercellulaires des 1levures
(STEWART et GORING, 1976; STEWART et RUSSEL, 1976), les travaux
de NISHIHARA et al., (1976 a et b) révélent qu'il n'y a que le
magnésium qui était capable d'induire 1la floculation de
Saccharomyces cerevisiae. Cet élément serait indispensable dans
le milieu de culture pour que la levure acquiére 1l'aptitude a
floculer ce qui suggére que 1la biosynthése de facteurs

responsables de la floculation soit induite par le magnésium.

Les modes d'action des ions calcium sur la floculation ont
donné naissance a de nombreuses hypothéses. Plusieurs auteurs
s'accordent sur la formation des ponts calciques. Ainsi le
calcium serait 1ié par des groupements anioniques des composants
pariétaux des cellules adjacentes (MILL, 1964; LYONS et HOUGH,
1970 (a et b) STEWART et al., 1975, JAYATISSA et ROSE 1976; AMRI
et al., 1981). Cependant ces auteurs considérent qu'en plus des
ponts calciques ou la neutralisation de charges, le calcium joue
un rdéle spécifique dans la floculation.



D'ailleurs, selon TAYLOR et ORTON (1978); AMRI et al.,(1981)
puis MIKI et al., (1982a) les ions calcium interviennent comme
cofacteurs en activant les liaisons des composants lectiniques
sur les sucres.

Notons enfin que 1l'action des anions sur la floculation est
peu connue bien que LINDQUIST affirmait déja en 1953, que les
ions carbonates, phosphates et fluorures étaient des inhibiteurs
de la floculation.

II1.3.4. LES VITAMINES

Le rb6le des vitamines sur la floculation des levures est peu
connu. GHOSH et al., (1969) ont rapporté qu'une déficience en
mésoinositol dans le milieu induit la formation d'agrégats chez
Saccharomyces cerevisiae. Quant a DOMINIGUEZ et al., (1978), une
carence en inositol couduit a4 la formation de filaments. Enfin
NISHIHARA et al.,(1976) ont observé, de leur co6té, le méme effet
sur la floculation de cette levure cultivée en milieu déficient
en inositol.

Plus tard AMRI et al.,(1979) ont observé que la présence de
mésoinositol ou de l'inositol-pantothénate inhibe 1la floculation
de Saccharomyces uvarum.

III.4. LES FACTEURS DE L'ENVIRONNEMENT CELLULAIRE

Les facteurs environnant la croissance de la levure jouent
un rdle déterminant dans le phénoméne de floculation il s'agit
en particulier des facteurs physico-chimiques.

III.4.1. INFLUENCE DE LA TEMPERATURE

D'une maniére générale, les fortes températures sont
défavorables a 1la floculation des levures. Ainsi d'apreés
GILLILAND (1951), la levure Saccharomyces cerevisiae ne flocule
pas au-dessus de 25°c . MILL (1964 a) a montré que les
températures de 50°C a 60°C dispersent les agrégats cellulaires,
toutefois la dispersion totale n'est observée qu'a partir des
températures de 60°c. Dans l'intervalle, de ces températures 1la
dispersion des agrégats cellulaires est réversible. Toujours
selon cet auteur, une température inférieure a 10°c provoque
l'apparition précoce de 1la floculation des levures; CALLEJA
(1970) a confirmé ce résultat chez Schizosaccharomyces pombe.
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Pour STEWART et al.,(1975), l'effet de la température varie
selon les souches dont certaines apparaissent thermo-
indépendantes, alors que d'autres perdent leur capacité de
floculer a des températures de 15°c a 20°C.

En opérant dans des conditions d'anaérobiose, AMRI (1980) a
observé que 1la 1levure Saccharomyces uvarum est thermo -

-

indépendante dans 1l'intervalle de 12°C a 25°C.

HUSSAIN (1983) a montré, de son co6té que 1la défloculation
irréversible et totale des agrégats de Kluyveromyces bulgarius
est obtenue a des températures supérieures a 80°C.

Récemment SALHI (1986) a montré que dans les conditions
d'aérobiose, la dispersion totale et irréversible des agrégats de
Saccharomyces uvarum est obtenue pour des température égales ou
supérieures a 100°C.

I11.4.2, EFFETS DE L'AGITATION ET DE L'AERATION

D'une maniére générale une agitation ménagée est néces-
saire pour augmenter la fréquence de contact entre les cellules
et de ce fait favoriser 1'agrégation. En revanche une forte
igitation engendre une turbulence qui diminue indirectement
'intensité de la floculation.

D'aprés MARC (1982) 1la sédimentation des levures se
manifeste dans tout milieu non agité. Cependant 1l'agitation
permet, au cours de la fermentation, d'assurer 1l'uniformité de
la suspension de microorganismes de facon a accélérer la vitesse
d'échange avec le milieu de culture et d'augmenter la durée de
leur contact avec le liquide (SIMON et MEUNIER, 1970).

Ainsi AIBA et NAGATANI (1971) puis GREENSHIELDS et SMITH
(1971)et GREENSHIELD et al., (1972), ont observé qu'une forte
agitation diminue la floculation de la levure de boulangerie. Ce
résultat a été quantifié par BROHAN et LOUGHLIN (1984), en
étudiant les caractéres physiques des flocons de Saccharomyces
cerevisiae et Saccharomyces uvarum.

L'aération constitue un paramétre déterminant pour la
floculation. Selon les résultats de STEWART et al., (1975) une
teneur en oxygéne inférieure a 1 ppm était défavorable a 1la
formation des agrégats cellulaires.
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MIKI et al., (1982) ont observé 1'inhibition de 1la flo-
culation de cellules en anaérobiose; 1'induction de la
floculation peut-étre obtenue quand ces mémes cellules sont
cultivées en aérobiose.

PRINCE et BARDFORD (1982) ont réussi a induire la
floculation de Saccharomyces non floculante par des conditions
d'aération contrdlées. DURELL et CLARK (1985) ont confirmé ce
résultat dans le cas de Pachysolen tannaphilus.

Enfin KIDA et al. (1989) ont expliqué la défloculation des
cellules de Saccharomyces cerevisiae en conditions d'anaérobiose
par la sécrétion de protéases, par les cellules mortes, qui
"digérent" un éventuel facteur lectinique responsable de 1la
floculation. Ils constatent par ailleurs que 1la floculation
peut-étre stabilisée par une aération durant une fermentation en
continu.

Dans le cas des levures Kluyvoromyces lactis, MANGUNWIDJAJA
(1988) a constaté que l'aération améliore 1la capacité de ces
levures a floculer.

III. ..3. EFFET DU pH

L'agrégation cellulaire dépend étroitement du pH du milieu
de culture. MILL (1964a) décrit que la floculation des 1levures
se produit a un pH optimum compris entre 4,5 et 5,5, les pH
extrémes entrainant une dispersion des agrégats cellulaires.

PORTER et MAc CAULAY (1965) ont, par ailleurs, affirmé que
les cellules de 1levures sont inaptes a floculer a des pH
inférieurs a 4. Par 1la suite PATEL et INGLEDEW (1975) ont
confirmé les résultats de MILL observant en effet que 1la
floculation est maximale quand le pH du milieu est compris entre
4,6 et 4,9.

Des travaux plus récents étayent ces données a savoir que le
pH optimal de floculation des différentes souches de levure est
compris entre 4,0 et 5,5 d'une maniére générale (HUSSAIN et al.
(1986), SALHI (1986).

I1I1.4.4. EFFET DE LA PRESSION DU MILIEU DE CULTURE
SUR LA FLOCULATION

Ce facteur a été peu étudié. Cependant selon les travaux de
KUMADA et al., (1975) des pressions élevées excercées sur le
milieu de culture au cours d'une fermentation industrielle
favorisent la floculation. En revanche POSADA et al., (1977) ont
affirmé que ce paramétre n'a pas d'effet sur la floculation.
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IV. COMPOSITION ET STRUCTURE DE LA PAROI DES LEVURES
IV.1. INTRODUCTION

Les nombreux travaux relatifs aux parois de levure ont é&té
répertoriés et analysés, par ARNOLD (1981), CABIB et ROBERTS
(1982) et FLEET, (1985)...

La paroi, véritable exo-squelette pour 1la levure, est
définie comme un ensemble complexe de macromolécules qui entoure
la membrane cytoplasmique. Grace a sa rigidité, elle assure le
maintien de la forme et l'aspect caractéristique de 1'espéce.
Elle a aussi un rdle protecteur dans la résistance aux pressions
externes et internes dues a 1l'activité métabolique de 1la
cellule. Elle participe, en outre, aux fonctions de perméabilité
sélective de la membrane cytoplasmique.

La paroi présente également une activité métabolique grice a
ses nombreuses activités enzymatiques. Chez certaines levures,
elle joue un réle dans leur pathogénécité (CHATTAWAY et al.,
1968). Elle constitue par ailleurs 1le support des propriétés
immunologiques des levures (RASCHKE et BALLOU, 1971; CAMPBELL,
1971; CAWLEY et BALLOU (1972). Grdce a 1la présence de sites
récepteurs des hormones sexuvelles, de toxines "Killer" et
certains anticorps (FLEET, 1985).

Enfin des travaux variés ont mis en évidence son rdle dans
le phénoméne de floculation (LYONS et HOUGH, 1970; PHAFF, 1971;
RUSSEL et al., 1973; FLEET 1985). Cependant 1les différentes
théories émises sont souvent controversées et révelent la
compléxité de ce phénoméne.

IV.2. COMPOSITION CHIMIQUE DES PAROIS

LLa paroi des levures représente 6 a 27 % du poids total
cellulaire (Mc WILLIAM, 1970). Les premiéres études relatives a
sa composition chimique ont mis en évidence 1la richesse
particuliére des parois en derivés glucidiques constitués
essentiellement de polysaccharides neutres (SALKOWSKI, 1894;
EDDY 1958; FLEET et MANNERS, 1975) qui peuvent se présenter sous
forme de polyméres, soit homogénes comme les mannanes et les
glucanes, soit hétérogénes comme les glucomannanes , les
phosphomannanes et les peptidoglucanes (NORTHCOTE, 1963; PHAFF,
1963). Ces polysaccharides représentent 80 a 90% des
constituants des parois de Saccharomyces cerevisiae, le reste
étant formé en proportion variée de protéines, hexosamines,
chitine, lipides et éléments minéraux (BARTNICKI et NICKERSON,
1962).
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Notons, par ailleurs, que la teneur en différents
constituants de 1la paroi varie selon 1la souche de 1levure
(Tableau 3), l1l'dge et les conditions de culture (SUOMALAINEN et
al., 1967; NURMINEN et al., 1970).

TABLEAU 3: Composition chimique moyenne des parois de
diverses levures (Constituants exprimés en % de
matiére séche)

levures |levure levure de|levure de|Candida|levure de|Nadosnia

de boulan- boulan- utilis |boulan- elongata

consti- |brasserie |gerie gerie gerie

tuants (1) (2) (3) (4) (5) (6)
polysac.

chari- 80 60 83 78 83 86
des

| .

Protei-1 4, 13 10 9 10 8
nes

lipides 6 8,5 11 1 3 11
cendres 1 3 _ ~ ~ ~

1) Mc WILLIAM, (1970) NORTHCOTE et HORNE (1952)

3) NURMINEN et al., (1970)
4) NOVAES LEDIEU et GARCIA MENDOZA (1970)
5) SUOMALAINEN et al., (1967)
6) DYKE (1964)
IV.2.1 LES MANNANES
Les mannanes de la levure de boulangerie ont été isolés

pour la premiére fois par SALKOWSKI (1894). Ils constituent 25 a

50 % de la paroi de Saccharomyces cerevisiae (PHAFF, 1971).

Lorsque les mannanes sont extraits de facon ménagée, 1Ils

apparaissent 1iés de maniére covalente aux protéines et

constituent des mannoprotéines (BALLOU, 1974, 1976).

Ces mannoprotéines peuvent étre classées en trois groupes:

le premier correspond aux mannoprotéines structurales formant la

partie externe des parois et sont associées aux glucanes. Elles
constituent 1les principaux déterminants antégéniques de 1la
cellule. Le second groupe comprend des enzymes localisées dans

1l'espace périplasmique, il s'agit davantage de glycoprotéines.
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Le troisiéme correspond a celui des mannoprotéines qui
interviennent dans les phénoménes de floculation et d'agrégation
sexuelle (BALLOU et al. 1974; AMRI et al., 1982; MIKI et al.,
1982a).

IV.2.1.1 EXTRACTION ET METHODES D'ETUDE DES MANNANES

L'intégrité structurale des mannanes dépend des conditions
d'extraction auxquelles ils sont soumis. Aussi constate - on une
évolution des techniques d'extraction qui deviennent plus
ménagées et sélectives.

HAWORTH et al., (1937) ont extrait les mannanes par action
d'une solution NaOH a ébullition sur des cellules de 1levure ,
puis, ils les ont séparés des autres composés par précipitation

sous forme de complexe avec le cuivre.

EDDY (1958) soumet des parois de Saccharomyces cerevisiae 2
l'action de la papaine et a précipité une mannoprotéine par la
liqueur de fehling.

KORN et NORTHCOTE (1960) ont fractionné les par»is de levure
- - - - " -
avec de 1'éthylénediamine et 1iso0lé une mannoprotft :ine soluble
dans 1l'eau.

La faible solubilité des mannanes dans l'eau a permis a PEAT
et al., (1961) d'extraire les mannanes a partir de cellules de
levure par autoclavage en présence de tampon citrate pH 7.

Par la suite CAWLEY et al., (1972) ont utilisé 1la pronase
qui libeére des parois de Saccharomyces cerevisiae un
phosphopeptidomannane isolé par chromatographie ou précipitation
avec du borate et du cétavlon.

BAUER et al., (1972) BUSH et HORIZ BERGER, (1973) et plus
tard VALENTIN et al., (1984) isolent le mannane des parois de
levure par action de glucanases.

Notons enfin que 1les mannanes extraits des cellules
entiéres ou des parois par autoclavage sont précipités par la
liqueur de fehling; l'extréme basicité de cette derniére conduit
a4 l'obtention de mannoprotéines dégradées. En effet OKUBO et
al., (1981) ont constaté wune diminution de 1la réactivité
immunologique de telles mannoprotéines.

Récemment ELORZA et al., (1985) ont proposé 1'utilisation
de détergents dans l'extraction des mannanes de levure
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IV.2.1.2. STRUCTURE DES MANNANES

Les techniques classiques utilisées pour l1'étude structurale
des polysaccharides ont été appliquées aux mannanes. Nous
résumons succintement les méthodes employées dans le Tableau 4.

TABLEAU 4 : Différentes techniques employées pour
1'étude structurale des mannanes

TECHNIQUES REFERENCES

HAWORTH et al., (1941)
Hydrolyse acide GORIN et al., (1969)
YEN et BALLOU (1972)

Hydrolyse alcaline SANBLAS et CUNNIGHAM (1974)

Acétolyse PEAT et al., (1961)
KOCOUREK et BALLOU (1969)

Méthylation associée LEE et BALLOU (1965)
a la CPG YEN et al., (1967)

CIFONELLI et SMITH (1965)
Oxydation périodique PEAT et al., (1961)
THIEME et BALLOU (1971)

LI et LEE (1972)

JONES et BALLOU (1969)
GORIN et al., (1969)
NAKAJIMA et al., (1976)

Actions enzymatiques

LEE et BALLOU (1965)
GORIN et SPENCER (1970)

Les travaux consacrés a l'étude structurale des mannanes ont
porté sur diverses espéces. Les premiéres études structurales
ont été réalisées sur les mannanes de la levure de boulangerie.
Différentes espéces de levures ont, ensuite, retenu 1'attention
des chercheurs qui ont travaillé sur des cultures pures obtenues
dans des conditions bien définies.
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Ces travaux successivement répertoriés par divers auteurs
(NORTHCOTE, 1963; PHAFF 1971; GORIN et SPENCER, 1970; BALLOU,
1976; FLEET 1985) conduisent a des résultats qui révélent une
certaine compléxité, aussi diverses structures des mannanes ont
été proposées.

Trés tot, c'est-a-dire en 1937-1941 HAWORTH et al., ont
montré que les mannanes de Saccharomyces cerevisiae sont
constitués d'une chaine de base avec des unités mannose liées
par les carbones 1 et 2 portant des ramifications en position 6.
Ces auteurs ont proposé alors 3 structures possibles (figure 3).

S —— M1 y M y M
3 M ———— M1 —— A n
n
5 - L (b) -
(a)
Mg
My

Fig. 3: Schéma des structures possibles des mannanes de
levure S. cerevisiae (d'aprés HAWORTH et al., 1941)

n : serait compris entre 30 et 60

Plus tard, PEAT et al., (1961) ont décrit une structure trés
ramifiée des mannanes avec des séquences formées d'unités o -
mannose associées en 1 —— 6. Ces séquences représenteraient une
chaine latérale sur laquelle seraient fixées des chaines
latérales en position 2 ou 3, constituées également d'unités
mannose (figure 4).
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Fig.4: Schéma de la structure des mannanes de la paroi de la
levure de boulangerie selon PEAT et al., (1961)

M = g-D-mannopyranosyl

—-——aﬁM——— St
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L e 8

Fig. 5: Structure du mannane de Saccharomyces cerevisiae
selon STEWART et BALLOU (1968).
M = o -D- mannoy yranosyl

Toutefois dans un travail trés récent KOGAN et al., (1988 a
et b) ont montré que les mannanes de la levure pathogéne Candida
krusei, possédent une chaine de base faiblement ramifiée
comportant des liaisons (1— 2) et (1— 6) dans un rapport 3/1
(figure 6).

—-dMi _2Ml. _2M1 _6M1 _ZMj, _ZMZ_ZMI. HZMI _6M1 —2M1 ] _2M1 _ZMJ. _6M£2M;_2M£6Mi _GMZ _Zmi__
f i
M
2

Mi

S A v A

Fig 6: Structure des mannanes de Candida krusei selon
KOGAN et al. (1988 b) M= o-D-mannopyranosyl
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Chez la levure Kluyveromyces lactis, BALLOU (1976) a isolé
un héteromannane ramifié dans lequel une molécule de N-acétyl-D-
glucosamine est fixée en position 2 sur une unité de mannose
d'une chaine latérale (figure 7). Ce méme auteur a, par
ailleurs, montré que la N-acétyl-D-glucosamine assure la liaison
entre le polysaccharide et l'asparagine alors que la sérine ou

la thréonine est liée directement a un oligosaccharide (figures
7, 8B et 9).

o i (o] i & i 6 1 <] i
—Ood M— O M—0 M—X M — o M —

[P

- N
™

i 2
OGNAC — A
3 -~
1

E—xT—DI—
=N
~ N
—
[

al
oM
Fig. 7: Position de 1la N-acétyl-D-glucosamine (GNAC)
dans un mannane ramifié de Kluyveromyces lactis
(BAL1OU, 1976).
M = D-mannopyranosyl

|
AA

|
Sor¢—M ¢— M —

AA

AA

2e— =
R Re— Re— =

- M — (GNACE)-——A ASN

AA

AA ———— AA

=2 — =

EH=2—H=

AA = Acide aminé
Ser = Sérine

ASN = Asparagine
M = Mannose

GNAC = N-acétyl-D-glucosamine

Fig. 8: Liaison entre la partie protéique et
glucidique dans les mannoprotéines
(BALLOU,1974);



OR®= Résidus d'acides aminés

AL A= Résidus mannose

[J= Résidus de N-acétylglucosamine

Fig. 9: Modéle de mannane des parois de levure
Saccharomyces cerevisiae (BALLOU, 1976).

LELEU et al., (1977) ont isolé des parois de 1la levure
Torulopsis candida une mannoprotéine de structure particuliéere
ol les unités mannose sont liées en 1— 2 et que de courtes
(haines d'oligosaccharides étaient fixées a la sérine par des
liaisons O-glycosidiques; tandis que le polysaccharide ramifié a
base de mannose est fixé sur l'asparagine de cette méme chaine
par une liaison N-glycosidique faisant intervenir une molécule de

N-acétyl-chitobiose (figure 10).
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GNAC
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Fig 10 : Schéma de la mannoprotéine de Torulopsis
candida proposé par LELEU et al., (1977)

ASN = Asparagine
SER = Sérine
GNAC = N-acétylglucosamine
M = o—-D- mannopyranosyl
Erfin ZHANG et BALLOU (1981) ont montré que les

mannop 2téines de Saccharomycs kluyveri sont constituées de
petita o’igosaccharides liés a la sérine ou a8 1la thréonine et
d'une chaine polymannose (300 unités environ) dont les unités de
mannose sont liées a 1l'asparagine probablement par une unité de
N-acétyl-chitobiose.

En conclusion 1'ensemble des résultats bibliographiques
relatifs aux mannanes des levures permettent de faire au moins
trois observations:

- La majorité des mannanes étudiés sont constitués
d'unités de oo - mannose.

- Les mannanes sont des molécules ramifides : 1Ils
peuvent étre classés en six groupes structuraux définis par
SPENCER et GORIN (1973). Le tableau 5 résume ces principaux

types structuraux des mannanes des levures.



TABLEAU 5: Différents types structuraux des polysaccharides
de levures contenant du mannose d'aprés SPENCER

et GORIN (1973)

CHAINE CLASSE
C
CLASSE PRINCIPALE HAINE LATERALE LEVURE
[tl-qﬁja—DﬁManéjn (1 -3), (1 -2)-Linked a-D-Manp |Ascomy-
I (1 +2), Linked B-D Manp,Galp, |[cétes
Glcp AcNP
1 93 )a-D-Mang GALP, 1p, Arab GAP
[(1-3)a anﬁan xylp, Arabp, B
11 Fucp, Rhp. -
mycetes
(1 -6)a-D-Manp et : Ascomy-
F le % de M
IIT  |(1 53)a-D-Manp MIRES % BE P cétes
1 -3)-3-D-M
[{1-43 )-3-D-Hanp Basidio
oy / mycétes
IV (1 -4)3-D-Manp] _ ¥
Mélange(ls )-o-D-

V Manp et (1 :6)x-D-| Faible % de Manp Ascomy-
Manp cétes
[-(1+2)-B-D-Manp-

0 Mangp
Vi z
= ?\\OH—Dﬂﬂané]n
OH
o-D-Manp : a—D—mannbpyranose
3-D- Manp : f3-D-mannopyranose
GALP : D-galactopyranose
GLcp D-glucopyranose
Fucp L—fucopyranosyl’
ACGNP 2-acétamido-2-deoxy-D- glucopyranosyl
Xylp D-xylopyranosyl
Arabp L-arabinopyranosyl
GAP D-glucopyranosyl uranique
Rhp L-rhamnopyranosyl
La plupart des molécules de mannanes ramifiés ont une
chaine principale composée d'unités mannose liées en 1 - 6. Dans

ce cas, quatre types structuraux ont pu étre définis
constitudes
slles d'unités de mannose liées en 1 2 et 1 3. (fig

de 1la

nature des

chaines
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(a) Kloeckera brevis
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>0l Mz :aMz :ﬁﬁz—-—-—ml“li —
| c
P —oM & oM oM
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(b) Saccharomyces cervisiae X2180
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—-—uoal“lz——-mM ——0M ——oM —3oM ——oM —

2 ’2 2
1 ‘ M
P o aMi oM ogl\‘l1 o(l“l‘1 @
| 2 2 ‘5 |2
1 1
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< 1
oM aMi oM
(c) Saccharomyces italicus
6 1 6 41 o6 1 G 1 G 1 6 1
—0M —aM »oM oM oM —— oMy
|z ’2 l 2 | 2 ‘ 2
1 i i
ol ol oM oM oM
2 Iz |s |z
oﬂJll o oLN1 aM1
|3 Is
d) Kluyveromyces lactis
a|s ot (d) y y
aMi 6 1 61 o6 i 61 &6 |
——oth—————raM ——aMz mMz oM N
.| l
otl“l1 oM ol 2
2 2 )2
oGNAC —-)otM; o(M; aM’
oMt oMt

Fig. 11: Types structuraux de mannanes ramifiés dont 1la
chaine principale est constituée d'unités mannose
associées en 1 -— 6 (BALLOU, 1976)
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IV.2.1.3. LES PHOSPHOMANNANES

L'hydrolyse des mannanes extraits de levure permet
d'obtenir un nombre variable de molécules de phosphates. D'une
maniére générale, la teneur en phosphate varie d'une espéce a
1'autre.

Une étude par RMN a permis a GORIN (1973) de montrer que le
phosphore est 1ié en position 6 sur 1le carbone d'un résidu
mannose de la chaine latérale des phosphomannanes de Hansenula
capsulata (figure 12).

¢
|

P-0CH, CH20H CHZOH HO- P C-CH2

c C. 0

CHQOH -0 ‘s pop-
O - 9 S
OH HO Kgf;; ) - a
H R i
0-— HO o 0 -lP_O_
OH
? 4

Fig 12: Structure partielle des phosphomannanes (3 et 4) de
Hansenula capsulata et du mannobiose-6- phosphate dérivé
(1 et 2) d'aprés GORIN (1973). (1 et 3 = Anciennes
structures; 2 et 4 = Strcutures révisées)
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RASHKE et BALLOU (1971) puis BALLOU (1980) ont pu séparer
des dérivés monophosphates du mannobiose et du mannotriose aprés
hydrolyse ménagée de phosphomannanes.

Selon NAKAJIMA et BALLOU (1974) 1les groupements sont
localisés a l'extérieur de la molécule et 1iés sous forme
phosphodiester au carbone 1 d'un mannose terminal et au carbone
6 d'un autre mannose 1ié au polyoside principal de 1la molécule
(figure 13).

(a) Klochera brevis

——mﬁz——mMz »olM o M >
PR PP
P oM oM oM
L
oM aMi aMi

(b) Saccharomyces cerevisiae x2180

6 4 6 4 6 1+ &6 1 64 6 1
o.M :sz oM sotM yolM oM

2 2 2 |2 2
i i
M
p é ab‘li oM aMi mM1 ol
| 2 2 ‘5 ’z
aM1 aM1 aM1 aM1 aM1
3 5 3
|1 1 1
oM oM oM

Fig. 13: Liaisons phosphodiesters dans des mannanes
ramifiés (BALLOU, 1976)

Récemment SHIBATA et al.,(1989) ont proposé pour la levure
Candida albicans une structure du phosphopeptidomannane
constituée d'unités oligomannosides liées entres elles par des
liaisons acidolabiles de type f3-(1-5 2) et 1liées a d'autres
chaines ramifiées par une liaison phosphodiester (figure 14).
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‘ig.14 : Structure des phosphopeptidomannanes des formes
levure et mycélium de Candida albicans NIH A-207
d'aprés SHIBATA et al., (1989)
M = Mannose

IV.2.1.4. LES GALACTOMANNANES

Dans .es parois de certaines levures, il a été mis en
vidence ' 1 présence d'hétéroglycanes qui renferment en plus du
annose, .ae teneur non négligeable de galactose.

GORIN et SPENCER (1968) ont isolé des parois de 1la levure
richosporan fermentans, un polymére qui est constitué de
annose et galactose. Ce polymére a wune structure ramifiée
o>mportant une chaine de base formée de résidus ¢g-mannopyranose
iés en (1— 6) et des chaines 1latérales o¢-mannopyranose
arminées par un résidu de galactopyranose non réducteur (figure

5: ¥

G 1 —G 1 —_—
MM M R
T |k
2
T,

b GAL =

"ig. 15: Structure du galactomannane de Trichosporon
fermentans (GORIN et SPENCER, 1968).
M = g-D-mannopyranosyl; GAL = A6D-galactopyranosyl
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Iv.2.1.5. CONCLUSTION

L'étude de la structure des mannanes pariétaux des levures
par la technique d'acétolyse, couramment utilisée, a permis de
mettre en évidence différentes chaines latérales. Les profils
d'acétolyse et les proportions des produits obtenus varient en
fonction de la souche (MABLEY et al., 1975; BALLOU et al., 1980;
ASPINALL, 1982).

La figure 16 et le tableau 6 donnent un apergu sur les
produits obtenus par acétolyse des mannanes. L'acétolyse est
souvent complétée par la méthylation ou associée a la R.M.N. ;ces
méthodes permettent de préciser le type de 1liaisons entre Iles
résidus de mannose des chaines latérales.

Fig. 16: Structure des mannanes de Saccharomyces italicus

m+—4 acétolyse.

Par ailleurs, d'autres méthodes notamment enzymatiques, ont
permis une étude sélective des mannanes. En effet 1la 1lyse
enzymatique libére 1les oligomannosides non substitués des
chaines latérales (NAKAJIMA et BALLOU 1974 (b); BALLOU, 1976).

La [.élimination permet, quant a elle de détacher
sélectivement des oligosaccharides 1liés 4 1la sérine ou A la
thréonine (SENTANDREU et NORTHCOTE, 1968; CAWLEY ET HARRINGTON,
1972; NAKAJIMA et BALLOU, 1974 a).
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TABLEAU 6: Oligosaccharides produits aprés acétolyse
partielle de mannanes ayant une chaine de base
liée en 1--> 6 (ASPINALL, 1982)

LEVURES OLIGOSACCHARIDES
Torulopsisbombicola M-(192)]1-7-M
Torulopsis magnoliae M-(1—52)]1-9-M
Torulopsis apicola M-(192)]1-9-M
Torulopsis gropengiesseri|[M-(1—2)]1-2-M
Saccharomyces rouxii M-(192)]1-2-M
Endomycopsis fibuliger M-(1 952)-M, M-(1 -53)-M-(1-92)-M
Trichosporon aculeatum [M-(1 52)4-7-M
Saccharomyces cerevisiae |M-(1 —43)- M-(1+2)]Z_M,M~(1.ﬁ3)mm,
Saccharomyces fragelis M-(1-52)-M

Hansenula subpelliculosa M—(l-43)—[M~(1-+2)]3—M,M~(1-+3)—M,
M-(152)]1-3-M
Various Saccharomyces

SPP. M-(1-93)-M-(1 53-M-(1 52)-M-(1 2)-M
Metschnikowia reukaufii M-(193)-M-(1 33-M-(1 32)-M-(1 »2)-M
Debaryomyces hansenii M-(1 -52)-M-(1 -%3-M-(1 952)-M-(1 -2)-M
Hansenula Wingei M-(1 33)-M-(1 —-32-M-(1-92)-M-

M-(1-3)-M-(1 22)-M. Possible pour
tris accharides avec des liaisons,
M- 1-2)-M et M-(1 53)-M

* M = go-D-Manp

Enfin les techniques immunologiques et génétiques
combinées ont contribué substantiellement 4 comprendre la
structure fine des mannoproteines (CAWLEY ET BALLOU, 1972)

L'ensemble de ces différentes techniques a permis a
NAKAJIMA et BALLOU (1974 b) d'étudier chez Saccharomyces
cerevisiae, la structure globale des phosphopeptidomannanes
(PPM) dont la structure est représentée par la figure 17.

D'aprés ces mémes auteurs, ce PPM est constitué

essentiellement de mannose (90%), de protéines (10%) et de
phosphates dont la teneur varie selon les souches de levure.
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Fig 17: Strcuture des phosphopeptidomannanes de Saccharomyces
cervisiae d'aprés NAKAJIMA et BALLOU (1974 b)

Asn = Asparagine; GNAC = N-acétylgluco amine; Ser = sérine;
Thr = thréonine; M = & - D -manncpyranzse; P = phosphore;
= peptide.

Ces auteurs estiment aussi que 10% des wunités de
mannose constituent les courtes chaines liées aux protéines par
l'intermédiaire de liaisons O-glycosidiques fixées aux résidus
sérine ou thréonine. Le reste, c'est-a-dire 90% des unités de
mannose, est 1ié a l'asparagine de 1la partie peptidique par
1'intermédiaire de chitobiose. Ce polysaccharide se différencie
en deux parties, un noyau compoé d'environ 10 unités de mannose
et de 2 résidus N-acétyl-glucosamine et une chaine externe
constituée d'environ 250 unités de mannose dont 70 forment 1la
chaine de base liée en oo (1 <+ 6) sur laquelle sont branchées des
chaines latérales d'oligomannosides renfermant des 1liaisons g
(1 92) et oo(1 23). Certaines de ces chaines latérales sont
subtituées par des résidusmannosylphosphate et mannobio-

sylphosphate.
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Dans un travail trés récent HERNANDEZ et al., (1989)
ont proposé chez une souche de Saccharomyces cerevisiae sauvage
et mutante une strcuture dans laquelle le noyau "INNERCORE" est
composé de 8 unités de mannose reliées a 1'asparagine de 1la
partie protéique par 1l'intermédiaire de deux résidus N-
acétylglucosamine, tandis que 1la chaine externe porte des
ramifications comprenant deux a plusieurs unités de mannose
selon la mutation (figure 18).

M M
I

ls

et —
o AL
’iy—imxuhv* n
3

Tz-{_‘ T:-_-!T:_J T:_.! Tz-}* ‘T:”.! Tx
M M M M Mi—P M M
. ) A
MM M M M, 9
S O A
M M M M -
M —
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Fig 18: Structure des phosphopeptidomannanes de Saccharomyces
cerevisiae souches sauvage et mutante selon HERNANDEZ
et al., (1989)
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IV.2.1.6. BIOSYNTHESE DES MANNANES

Contrairement aux autres constituants de 1la paroi, les
mannanes présentent une voie de synthése complexe similaire a
celle de la synthése des glycoprotéines des cellules eucaryotes
supérieures.

Le processus par lequel les levures élaborent les mannanes
pariétaux peut se subdiviser en trois étapes:

- Biosynthése de la partie protéique ou polypeptidique

- Biosynthése de 1la fraction glucidique et sa
fixation au niveau de la chaine polypeptidique.

- Formation des chaines latérales de la partie glucidique

IV.2.1.6.1. BIOSYNTHESE DE LA PARTIE PROTEIQUE

L'élaboration de la partie protéique se déroule dans le
cytoplasme au niveau des ribosomes selon un processus analogue a
celui de la synthése classique des glycoprotéines animales.

Sur la chaine protéique viennent, ensuite,se greffer les
sucres pi - 1l2s 1liaisons O-glycosidiques. 11 a été mis en
évidence gque la biosynthése des mannanes dépend directement de
celle des peptides pariétaux (KOPECKA et FARKAS, 1979). En
effet, FARKAS (1979) a montré que les levures de S. cerevisiae
cultivées en présence de cydoheximide, antifongique inhibant 1la
biosynthése des peptides, montrent des altérations pariétales
qui se traduisent par une baisse de la teneur en peptides et en
mannose.

IV.2.1.6.2. BIOSYNTHESE DES CARBOHYDRATES
FIXES A L'AZOTE

L'étude des structures des oligosaccharides riches en
mannose et leur synthése a été réalisée grace a l'utilisation de
mutants bloqués a différentes étapes de biosynthése (HERNANDEZ
et al., 1989a et b); par des inhibiteurs sélectifs de 1la
glycosylation (MEDOWELL, 1988) d'enzymes spécifiques (TARENTINO
et al., 1974); qui ont permis d'isoler des intermédiaires

oligosaccharidiques.
La N-glycosylation dans la levure présente de nombreuses

similitudes avec celle qui a lieu dans les cellules animales, au
cours des premiéres étapes de formation de la chaine glucidique
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et elle différe pour les étapes tardives de biosynthése ainsi
que pour les modifications des chaines glucidiques qui ont lieu
dans l1'appareil de Golgi (KORNFELD et KORNFELD, 1985 MONTREUILL
et al., 1968).

Cette biosynthése se déroule en plusieurs étapes:

- Assemblage de la région "Core"

Cette étape a lieu au niveau du réticulum endoplasmique(R.E)
et fait intervenir le cycle du dolichol (figure. 19). Selon
FARKAS (1989) le dolichol (DOL) est un lipide polyisoprénique
linéaire contenant de 12 3 16 unités isopréniques et dont la
Structure est représentée par la figure 20.

UDPGa

ool P TURICAMYCIN
-~ uMP
7

CalPPCA

/ KJD PGn
Pi
uoe

OgIPPGalin

COPM
\ corm
/ coP

DolPPGaGnk

/MGDFH

/ N cecor

i}
Dol PRGAGAM
|
MM
|
L]
uop

4

Dol P xl.u.m
Col PPGAGAM
]
A
|

MM
Ool PP
MMMGGG

[
DulPPGACnM
T

P

Glycaprolan

e,
et B 3 H e

The

pRE———

"

ig. I Tycle du dolichol d'aprés STODDART, (1984)

= B8 =



CH‘S CH5

, | - CH
CHy =C-CH=CH HOH 2C-CHp-CHCH. - -CC 3
2 l 2 2 27CHCH, (CHQCH—CLHQ),Q_,G-CH?L‘H:(:
CHs CHy
) (b)
CH,0H
—_— l0I :IHS (l_‘H3 CH,
OH  Ong— O~ P-OH2C-CH2-CHCH,~(CHy CH=CCH 2, 15CHz CH=“/
HO (') CH
(c) ’

Fig. 20: Structure de l'isopréne (a) du dolichol (b), du
dolichol-phosphate mannose je levure selon FARKAS
(1989)

Le transfert d'oligosaccharides fixés sur un lipide a lieu
sous forme d'esters phosphoriques. L'assemblage est initié par
la formation de N,N'- diactétylchitobiose qui est fixé sur 1le
DOL-PP par le transfert successif de deux résidus NAcGLC sous
l'action d'une UDP-GLc2: DOL-P transférase. Cette premiére étape
est inhibée sélectivement par la tumicanycine.

Ensuite, sous l'action d'une [3(1 —4) mannosyltranférase il y

a addition de 5 unités de mannose pour former 1l'intermédiaire
DOL-PP-Glc2-Man5. Ces 7 résidus sont ajoutés par 1'intermédiaire
des oses fixés sur des nucléotides: L'UDP-GLcNAC et le GDP-Man.
Enfin il y a addition de 7 nouveaux oses (4 unités de mannose
puis 3 unités de glucose ) par les intermédiaires DOL-P-Man et
DOL-P-GLc pour former la structure "core": Glc3-Man9-
GlcNAC2-PP-DOL.

FLORES-CARREON et al.,(1990) ont montré que l'assemblage du
"Core" devait se faire de facon séquentielle pour que
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1'élongation ultérieure puisse avoir 1lieu. Les réactions de
fixation des 3 unités de glycosylation sont catalysées par des
glycosyltransférases. Les deux premiéres unités de glucose sont
fixées par une liaison a (1 -— 2).

RUNGE et al., (1986) ont isolé un mutant alg 8-1 de ces
étapes de glycosylation (liée a 1'asparagine) qui bloque
l'addition du second glucose en o(l— 3), et qui accumule
Glc-Man9-GlcNaCz -1lipide avant de 1le transférer sur la
protéine.

La voie de biosynthése de 1la région du "core" selon
KUKURUZINSKA et al., (1987) est schématisée par la figure 21.
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Fig. 21: Voie de biosynthése de la région "core"

(KUKURUZINSKA et al., 1987)
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- Transfert du précurseur sur la protéine

Le transfert du précurseur Glec3-Man9-GlcNaC2 vers
l'asparagine de la protéine est catalysé par une
oligosaccharyltransférase dont la spécificité est assez large;
toutefois in vivo, l'oligosaccharide transféré doit avoir 1la
taille minimale de Man5-GlcNaC2 (SCHARMA et al., 1981);

L'enchainement des acides aminés du peptide accepteur doit
obéir a une séquence particuliére. Pour que 1la N-glycosylation
ait lieu, il est nécéssaire mais pas suffisant que le peptide
contienne la séquence Asn-X-ser/Thr ot X peut-étre n'importe
quel acide aminé, excepté 1la proline. D'autres facteurs, en
particulier, 1'accessibilité des sites et le taux de synthése
interviennent dans la N-glycosylation (HUBBARD, 1988).

Selon ZIEGLER et al., (1988), tous les sites ne présentent
pas la méme sensibilité a 1'ENDO H dans la cas de 1l'invertase ce
qui met en évidence le probléme d'accessibilité. Par ailleurs
GOPAL et BALLOU (1987) ont montré l'existence de processus de
régulation de la N-glycosylation par 1'inhibition de
1'élongation de 1la chaine 1latérale ("Outer chain") par 1la
fixation d'un mannose en o (1 — 2) sur le mannose a (1-— 5)
terminal chez le mutant mnn9. Cette inhibition provoque 1 :e
augmentation du temps de transit lors de 1la secretion Ie¢
i'invertase.

- Biosynthése de 1'"outer chain"

L'élaboration et la fixation des chaines latérales sur 1la
chaine de base polysaccharide nécessite 1l'intervention des
mannosyltansférases dont le réle a été mis en évidence par
NAKAJIMA et BALLOU (1975), FARKAS et BUER (1976), BALLOU et
FARKAS (1976) (figure 22). La figure 23 schématise la formation
des chaines externes des mannanes et leurs ramifications
latérales chez S.cerevisiae (BALLOU, 1976).
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Fig. 22: Schéma de la formation des chaines externes du mannane
et de leurs ramifications latérales chez Saccharomyces
cerevisiae (BALLOU, 1976)
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Fig. 23: Schéma de la séquence de glycosylation du mannane chez
la levure Saccharomyces cerevisiae (BALLOU, 1976).
GNAc = N-acétylglucosamine M = Mannose
Asn = Asparagine Ser = Sérine

La région '"core" fixée sur 1la protéine va subir des
nodifications qui vont conduire 4 1la structure glucidique
nature.

Chez la levure, 3 unités de glucose et une de mannose sont
coupées pour permettre 1'élongation de 1'"outer chain". La
coupure des résidus glucose est catalysée par deux glucosidases;
la premiére élimine le glucose terminal 1ié en o (1 —2) et 1la
seconde libére les 2 autres en (1l -—3). Le mannose dont Ila
coupure semble essentielle pour 1l'initiation de 1'"outer chain"
a partir de l'intermédiaire Man8-Glc-Nac2- Protéine, est éliminé
par une mannosidase (BYRD et al., 1982). Cette enzyme soluble
localisée dans le réticulum endoplasmique a été purifiée et
caratérisée par JEUNEK KALLY et al., (1988).

1'élongation de 1'"outer chain" des mannoprotéines est
catalysée par une série de mannosyltransférases impliquées dans
la formation de liaisons a(l—2) et o(l -36) entre 1les résidus
mannose a partir du GDP-Mannose sans intervention d'un
intermédiaire lipidique du type dolichol (ROMERO et al., 1989).
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L'élongation aboutit & la formation d'une chaine de 50 a 150
résidus de mannose 1liées en ¢ (1 -—6) avec de nombreuses

ramifications en a(l—2) et a(l-3). Certaines de ces
ramifications peuvent étre substituées par des man-
nosylphosphates ou mannobiosylphosphates. Cette série de

réactions se déroule dans l'appareil de Golgi et obéit a 1la
séquence de réactions proposées par KUKURUZINSKA et al., (1987)
(figure 24).
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Fig. 24: Voie de biosynthése de 1'"outer chain"
(KUKURUZINSKA et al., 1987)

DOUGLAS et al., 1980) ont montré que les chaines latérales
des mannoproteines de K. lactis pouvaient é&tre modifiées par
addition de NaCGLc, ce qui montre que des modifications
ultérieures sont possibles.

Selon les travaux récents de BALLOU et al., (1989), 1la
régulation de la chaine externe est contrdélée par 1le greffage
d'une unité de mannose liée en a(l-+ 2) en position terminale
sur la base.



- Localisation cellulaire

D'apreés SNIDER et ROGERS (1984), 1'intermédiaire Man5-Glc
NAC2-PP-DOL serait synthétisé sur la face luminale ou il serait
naturé en Glc-Man9-Glc NaC2-Lipide. Toutefois PEREZ et HIRSBERG
(1986) ont proposé un modéle de double translocation dans lequel
le transfert des deux résidus GlcNac sur le dolichol aurait lieu
dans le lumen du RE (figure 25) puis serait transloqué sur 1la
face cytosolique pour y suivre le modéle de SNIDER et ROGERS.

Fig. 25: Modéle de double translocation proposée par PEREZ et
HIRSCHBERG (1986) et schématisé par KUKURUZINSKA et
al., (1987)

- Sécrétion

Le transfert du précurseur Glc3-Man9-GlcNaC2 sur la protéine
et la coupure de 3 résidus de mannose et du glucose ont lieu
dans le R.E.R. La protéine synthétisée par les ribosomes fixée
sur la face externe du RER est transférée dans 1le 1lumen au
niveau des pores,gridce a la présence du peptide signale qui sera
coupé dans le lumen.
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Ensuite, selon TANNER ET LEHLE (1987) 1'élongation de 1a
chaine glucidique est réalisée dans 1'appareil de Golgi
(figure 26) aprés bourgeonnement des vésicules au niveau de 1la
face cis du RER, qui fusionnent pour former 1le dictyosome
de l1l'appareil de Golgi.

Golgi % 2 f E6ET
Vacuole
K
n
-I—sec 7

Secr. Vesicles

-t—SQCT

Secretion

Fig. 26: Schéma d'élongation des chaines glucidiques dans
le réticulum endoplasmique et 1l'appareil de Golgi
(TANNER ET LEHLE, 1987)

Selon MURGUI et al., (1985), des vésicules de secrétion se
forment sur la surface trans aprés condensation des protéines,
elles sont liberées dans l'espace périplasmique par exocytose ol
elles pourront s'accumuler pour étre libérées graduellement dans
le milieu de culture ou s'intégrer dans la paroi cellulaire.
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PELHAM et al., (1988) ont montré que la secrétion pouvait
étre due a 1l'absence de 1la séquence c terminale HAGL
(His-Asp-Glu-Leu) sur la protéine et qu'il existe un systéme
régulateur qui empéche de sortir les protéines possédant cette

séquence.

La relation entre la traduction, 1la translocation et la
glycosylation est difficile a établir. Chez 1la levure, 1la
glycosylation serait une modification cotraductionnelle;
toutefois les travaux de ROTHBLATT et MEYER (1986) indiquent que
la glycosylation et 1la translocation peuvent é&tre également
post-traductionnelles; ceci suggére que 1la traduction, la
translocation et la glycosylation ne sont pas couplées pour
toutes les protéines.

I.2.1.6.3. BIOSYNTHESE DES CARBOHYDRATES
FIXES A L'OXYGENE

La voie de 1la O0O-glycosylation a été étudiée par
l'incorporation, in vivo et in vitro, de mannose marqué dans les
protéines et de sa 1libération par [i-élimination en milieu
alcalin.

D'apré SENTANDREU et al., (1975), ROGERS et al., (1980),
COHEN et B+A.LLOU (1981 a et b) et HASHIMOTO et al., (1981) 1la
partie externe du mannane est élaborée a partir de 1la partie
interne avec la participation lipidique.

Récemment TANNER et LEHLE (1987) ont montré que le premier
résidu de mannose est transféré sur un acide aminé,la sérine ou
la thréonine a partir du DOL -P-Man et jusqu'a 4 autres unités
de mannose sont fixées a partir du GAP-Man selon 1la schéma
réactionnel suivant:

2+ 2+
M Mn *
Me,/ P- (Ser/Thr)-Man+Dol-P

*
1/ DOL-P-Man+P-(Ser/Thr)
2+
* Mn *
2/P -(Ser/Thr)-Man++nGDP Man ——~—— P-(Ser/Thr)-Man + nGDP
n

*
P représente la protéine

La premiére étape faisant intervenir le dolichol se déroule
dans le réticulum endoplasmique et les suivantes dans l'appareil
de Golgi. Les mannosyltransférases catalysant ces réactions
nécessitent la présence de cations divalents, calcium et
magnésium. La O-glycosylation serait une modification
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cotraductionnelle et elle ne requiert pas de séquence
particuliére de la protéine acceptrice d'un acide aminé 1la
sérine ou la thréonine.

La glycosylation, et tous les mécanismes qu'elle implique,
doit jouer un réle important au niveau cellulaire. Selon TAMMI
et al.,(1987) la partie glucidique pourrait jouer, entre autre,
un rdéle dans le "folding" des protéines au cours de l'assemblage
des sous-unités ainsi que dans le processus de transfert vers
les vacuoles ou de secrétion pour le ciblage des protéines.

MIZUNAZA et al.,(1982) et MARSA et al., (1987) ont montré
que 1l'utilisation de tumicanycine, un inhibiteur de N-
glycosylation a entrainé une inhibition compléte de la sécrétion
d'invertase et de phosphate, ce qui suggére 1l'existence d'un
lien entre la glycosylation et la sécrétion.

Toutefois BALLOU et al., (1989) ont mis en évidence des
mécanismes de régulation de la glycosylation indépendants de 1la
structure glucidique; comme 1la structure de polypeptides qui
seraient impliqués dans le phénoméne de sécrétion.

Par ailleurs, de nombreux travaux attestent que les
glycoprotéines de la sur’ace cellulaire interviennent dans les
intéraction et 1la rec npa.ssance cellulaire en partie par
l'intermédiaire de leurs chaines glucidiques.

En definitive la biosynthése des mannanes, se présente
donc comme une opération unidirectionelle c'est-a-dire que
1'édification de la molécule se réalise dans un sens
parfaitement défini a partir de la structure (AL BASSAM, 1982).

IV.2.2. LES GLUCANES

Les glucanes résultent de la polymérisation de molécules
de glucose liées par des liaisons (3 ou a(l 93) ou o ou 3 (16).
La présence de liaisons 3(1 33) et 3(196) a été confirmée par
les travaux de KOPECKA et al., (1974). Ils représentent 30 a 67%
des parois selon la souche de levure (FLEET et MANNERS, 1976;
CASSONE et al., 1979).

D'aprés CABIB (1976) les f3-glucanes sont 1localisés au
niveau des cicatrices de Dbourgeonnement et associés a la
chitine, ils sont moins solubles en milieu alcalin que les
o—-glucanes.



IV 2.2.1 STRUTURES DES GLUCANES

Les glucanes sont contitués par une chaine linéaire
principale portant des ramifications dont le nombre et le degré
de polymérisation varient selon le type de levure. MISAKI et al.
(1968) ont proposé pour le glucane de S. cerevisiae une
structure ramifiée en 3 (1 46) sur laquelle sont branchées des
ramifications en position 3. La strcuture partielle proposée
pour S. cerevisiae est représentée par la figure 27.

X +y = 40 + 50

Fig. 27 : Structure du glucane des parois de levure
Saccharomyces selon MISAKI et al., (1968)
G = f3-D-glucopyranosyl

Pour la méme levure, MANNERS et al., (1973) ont proposé une
structure d'un glucane ramifié de forme f3(1 -3) contenant plus
de 3% de liaisons {3(1 —6) (figure 28).

Fig. 28: Structure du glucane (3(1 93) de Saccharomyces
cerevisiae selon MANNERS et al., (1973)
a+b+cs= 60; G = f3-D-glucopyranosyl
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Par la suite FLEET et MANNERS (1976) ont montré que les
types de liaisons impliquées dans les glucanes de S§. cerevisiae
se répartissent de la maniére suivante: 80 a 85% de 3 (15 3), 8
a 12% de 3(1 96) et 3 a 4% de résidus liés par les carbones 1,3
et 1,6.

Dans les parois de levure Schizosaccharomyces pombe,
MANNERS ET MEYER (1977) ont identifié deux types de glucanes,
1'un contenant essentiellement des liaisons (3(1 56) et 1'autre
des liaisons (3(1 -3).

Plus tard FLEET (1985) a rapporté la présence de 3 types de
polyméres dans les parois de Saccharomyces cerevisiae:

— Un glucane représentant environ 35% de la paroi avec
un degré de polymérisation de 1500. Il est insoluble dans les
solutions alcalines et d'acide acétique et serait

essentiellement constitué de (3 (1 -36) glucane.

- un deuxiéme glucane représentant environ 5% de 1la paroi
est insoluble dans l'eau. La molécule est trés ramifiée avec un
degré de polymérisation de 140. Il s'agit d'un (3(1 —6) glucane.

- Un troisiéme glucane séparé de la paroi par a tion de la
soude représenterait environ 20% de la paroi.

Les trois types de glucanes ont été décrits par différents
auteurs en utilisant des techniques plus au moins appropriées
d'extraction. Mais la possibilité de dégradation de ces composés
au cours de la préparation est toujours possible, par conséquent
la structure finie reste a établir.

Notons aussi que pour de nombreuses levures les glucanes ont
été peu étudiés; seules les 1levures S. cerevisiae ont fait
1'objet d'étude.

IV.2.2.2., BIOSYNTHESE DES GLUCANES

La biosynthése des glucanes s'effectue dans 1les membranes
intracytoplasmiques puis ils sont transférés au niveau de 1la
paroi par fusion des vésicules de Golgi avec 1la membrane
cytoplasmique (ROGER et al., 1980). Cette biosynthése nécessite,
d'aprés certains auteurs, la présence d'ions magnésium (NAMBA et
KURODA 1974), de glyconuléotides (SENTANDREU et al., 1975),
d'enzymes en particulier des glycosyltransférases (LOPEZ ROMERO
et RUIZHERRERA, 1978); ces enzymes sont localisées dans le
réticulum endoplasmique granulaire.
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SENTANDREU et al., (1975) ont révélé, chez S. cerevisiae sur
des cellules perméabilisées avec un mélange toluéne -éthanol,
que l'activité synthétase exige 1'UDP-glucose comme substrat.

BALINT et al., (1976) ont étudié in vitro la syntheése
des glucanes chez cette méme levure a partir de fractions
membranaires. Deux substrats ont été utilisés, le GDP-glucose et
1'UDP-glucose. Le produit dans tous les cas est formé d'unités
de 3 (1-3) glucose et 3 (1 -6) glucose. Cependant
l'incorporation de substrats obtenus par ces auteurs est faible;
les mémes préparations enzymatiques montrérent par contre des
activités chitine-synthétase beaucoup plus élevées. Le polymere
formé par l'enzyme spécifique de 1'UDP-glucose contient une plus
grande proportion de liaison {3(1 —=3).

Jusqu'a présent, seuls des systémes enzymatiques
capables d'élaborer des structures f3(1 —3) ont été identifiés.

L'activité glucane synthétase a &été également décrite chez
les formes filamenteuses et bourgeonnantes de Candida albicans
(ORLEAN PETER, 1982). Récemment KANG et CABIB (1986) ont mis en
évidence 1l'activité 3 (1-3) glucane synthétase a3 1la fois chez
Saccharomyces, Hansenula anomala et Neurospora crassa. Cette
particule active a été notamment étudiée sur ¢>ux fractions: Une
fraction dite soluble et une fraction membran ira. Ces auteurs
remarquérent qu'il n'y avait pas d'activité .ns chaque fraction
séparée par contre celle-ci pouvait étre reconstituée par Ile
mélange des deux fractions et addition de GTP. Ces auteurs
suggérent que la fraction soluble contient une protéine lide au
GTP qui module la biosynthése du f3(1 — 3) glucane de 1la paroi
des levures, 1la fraction membranaire contiendrait alors le
facteur catalytique. RIVAS et LEZICA,(1987) ont ,par ailleurs,
isolé et caractérisé d'une algue non photosynthétique Prothotéca
zopfii, une glycoprotéine primaire dans 1la synthése des 3~
glucanes.

IV.2.3. LA CHITINE

Ce polymére est défini comme étant 1le matériel dinsoluble
retenu par la paroi aprés extraction par les acides et les
bases. Certains auteurs l'associent a une partie de glucanes et
parlent alors de complexe chitine-glucane.

Selon SIETSMA et WESSELS (1982) Chitine et glucanes seraient
liés par liaisons covalentes et font intervenir des peptides. Le
résidu,d’extraction de la paroi par les acides et 1les bases,
traité a4 la chitinase conserve toujours 1'intégrité strucurale
de 1la cellule; par contre 1l'action d'une association de
glucanases et chitinases entraine une dissolution compléte de 1la
cellule.



la teneur en chitine des levures est faible. Elle représente
environ 2% de la paroi cellulaire ou elle est surtout localisée
dans la région des cicatrices de bourgeonnement. La synthése de
la chitine des parois semble étre influencée par 1la nature du
milieu de culture (MOULKI et BONALY, 1974).

IV.2.3.1. STRUCTURE DE LA CHITINE

La chitine dans les parois de levure a été identifiée par
SCHMIDT (1936) par la mise en évidence de 1la glucosamine chez
les 1levures filamenteuses.C'est un polymére de N-acétyl-
glucosamine rélié par des liaisons 3(1 - 4) dont 1la structure
établie par DAVIS et al., (1968) est indiquée par la figure 29.

CHyCO~ NH c”b o 0
8
NH ct 2 OH CH,CO/

OH -
CH,CS

(a)

DR

(b)

Fig. 29: Structure de la chitine d'aprés DAVIS et al., (1968)
(a) (b). Les trois formes polymorphiques a, (3, et @
de la chitine d'aprés MUZZARELLI (1977).
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Selon MUZZARELLI (1977) la chitine se présente sous trois
formes polymorphiques dues a 1l'association des chaTnes en a,fiet
y (figure 29). On distingue alors:

— La chitine o formée de chaines qui sont associées de
maniére antiparalléle

- La chitine 3 dont les chaines sont paralléles

- La chitine y est formée de chaines paralléles et
antiparalléles.

La chitine aurait pour rdéle de participer au processus de
bourgeonnement. En effet, 1l'inhibition de la biosynthése de 1la
chitine conduit a 1'éclatement des cellules (CABIB et BOWERS,
1970). Elle contribue donc a4 la formation du septum entre 1la
cellule-mére et 1la cellule-fille pendant 1le bourgeonnement
(CABIB 1975) . Cependant BERAN et REHAREK (1969) ont suggeré que
la chitine existerait sous 2 formes dont une constitue un
polymére au niveau des cicatrices de bourgeonnement et 1l'autre
dans la paroi sous-forme d'un polymére de structure distinct; ce
dernier jouerait un rdle stabilisateur des glucanes

IV.2.3.2. BIOSYNTHESE DE LA CHITINE

C* nc FARKAS (1970) qui montra gu'une préparation
enzymatique isolée de levures catalyse 1l'incorporation de
N-acétyl-D- glucosamine a partir de 1'UDP-Glc-NaC en polymére de
chitine

Selon lui la réaction a pour équation:

UDP-Glc Nac + F?(l-—» 4) - Glc Nac ] n

2
s W™

P?(1._+ 4) - GlcNacC ]n +1 + UDP.

Cette réaction nécessite la présence de cations divalents
(Mg +)et de Glc NaC comme activateurs. Elle est catalysée par la
chitine synthétase 1localisée dans 1la membrane cytoplasmique
(ARCHER, 1977; GOODAY, 1977; BRAUN et CALDERONE, 1978).

Les propriétés générales de 1la chitine-synthétase de
Saccharomyces ont été décrites dés 1971 par KELLER et CABIB

(1978). Ces auteurs ont également mis en évidence un facteur
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inhibiteur de cette enzyme dans 1la fraction d'un 1lysat de
sphéroplastes de la méme levure. l'enzyme a été solubilisée et
partiellement purifiée par DURAN et CABIB (1978) a partir de
fractions membranaires. L'enzyme purifiée exige un phospholipide
pour son activité. HERRERA et al.,(1975) ont retrouvé l'activité
chitine-synthétase a la fois dans 1les fractions pariétales,
microsomales et mitochondriales. L'activité spécifique maximale
est obtenue 3 la fin de la phase exponentielle de croissance.

Récemment SUBURIATI et CABIB (1986) et CABIB (1988) ont
caractérisé deux types de chitine-synthétase (chi et chz) 1'une
localisée dans la membrane et l'autre au niveau de la paroi.

IV.3. LES PROTEINES

IV.3.1. LES PROTEINES DE STRUCTURE

Les différentes études sur 1la composition chimique des
parois de levures rév ‘lent que 1la teneur en protéines varie
selon les espéces,l' ige des cellules et 1les conditions de
culture. Les protéincs constituent 10 a4 18% de la paroi de S.
cerevisiae; cependant, LELEU (1977) a trouvé 34% dans les parois
de candida tropicalis cultivée sur n-paraffines.

Les profils en acides aminés des protéines pariétales,
généralement obtenus, font apparaitre une prédominance d'acides
aminés dicarboxyliques et d'acides aminés hydroxylés (COLONNA et
LAMPEN 1974; AMRI et al., 1982).

Les protéines pariétales sont liées de facgon covalente aux
mannanes. Les 1liaisons dimpliquées sont du type 0- et N-
glycosidique (figures 30 et 31) (MONSIGNY et al., 1968;
BALLOU, 1976) .
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Fig. 31: Liaisons entre la partie protéique et glucidique
dans les mannoprotéines (BALLOU, 1976)

AA = Acide aminé

Ser = Sérine

ASN = Asparagine

GlcNaC = N-acétyl -D-glucosamine

Les protéines pariétales, malgré leu:r iaible teneur,
jouent wun rdle important dans 1la vie cellulaire; elles
participent a4 la formation et au maintien de la structure de 1la
paroi.

LAMPEN (1968) en particulier a caractérisé dans différentes
parois de 1levures des catalases, des phosphateses, des
phospholipases.... Par ailleurs des enzymes endogénes telles que
les f3-glucanases sont excrétées par la levure, elles participent
a la morphogenése cellulaire.

IV.4. LES LIPIDES PARIETAUX

Les parois contiennent une faible teneur de lipides
variable de 2 a 14% selon la souche de levure, 1l'dge et les
conditions de culture, ou encore selon 1la morphologie du
microorganisme (BIANCHI, 1967; COMBS et al., 1980).

Les lipides pariétaux sont constitués essentiellement de
glycérides avec prédominance de résidus d'acides gras (acide
palmitique et acide oleique). Toutefois SUOMALAINEN et NURMINEN
(1970) ont constaté que l'acide palmitique est le constituant le
plus important dans la paroi de S, cerevisiae.
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Le rdle des composés lipidiques dans 1la biosynthése des
mannanes a été mis en évidence par JUNG et TANNER (1973) et
MANACHINI (1973). Les lipides pariétaux peuvent s'associer aux
polysaccharides pour former des complexes glucolipidiques
(STODOLA et al., 1967; MANNIFLLO et al., 1979). Ces glycolipides
auraient un rdle dans 1l'immunogénécité de Candida aldbicans, et
seraient responsables de la virulence de cette levure (ISEMBERG
et al., 1963).

La pathogéné.cité de C. albicans est 1liée & sa forme
mycélium; BALMAN et CHAFFIN (1979) et YANO et al., (1982) ont
montré que la forme mycélium renferme plus d'acides gras
polyinsaturés que la forme levure.

Par ailleurs, POULAIN et al.(1985) ont confirmé la présence
de lipides au niveau des structures périphériques cellulaires et
leur association aux polyosides. DAVIS et al., (1982) ont
suspecté les lipides d'avoir un réle plus au moins important
dans le phénoméne d'adhérence de (€., albicans aux cellules
épithéliales. En effet, GHANNOUM et al., (1986 a et b; 1987) ont
d'abord observé que le taux de lipides polaires et celui des
lipides non polaires dans la forme mycelium de C.albicans est
plus important que dans la forme levure. Par 1la suite, Ces
auteurs ont montré que les extraits lipidiques de C,albicans t
C tropicalis inhibent l'adhérence de ces levures aux cellu’ -s
épithéliales.

IV.5. LES IONS MINERAUX

Les parois des levures contiennent généralement du calcium,
sodium, manganése, fer, cuivre et des phosphates. CHARPENTIER
(1979) a obtenu a partir de phosphopeptidomannanes de Candida
troplcalis des teneurs de 0.3% de phosphates et 0.3%de cuivre.

Les ions calcium sont présents a des teneurs variables dans
les parois et leur réle dans 1la floculation a été mis en
évidence dans de nombreux travaux entre autres ceux de STEWART
et RUSSELL (1981).

AMRI et al., (1982) ont montré que la teneur en calcium et
en magnésium diminuait dans les parois de Saccharomyces uvarum
en phase stationnaire. Ils ont également observé que les parois
de cette levure non floculante sont plus riches en calcium que
celles des 1levures floculantes. Cependant cette observation
n'est pas toujours vérifiée. En effet SALHI(1986) a trouvé que
les parois des levures floculantes sont plus riches en calcium
que celles des levures non floculantes, soit 0.11% et 0.064%
respectivement. Ces auteurs ont, toutefois, cultivé les levures
dans des milieux différents.
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Par ailleurs, AMRI et al., (1981) ont montré que les
souches de $. wvarum floculantes fixaient plus de calcium que
les souches non floculantes.

Le réle des ions calcium dans 1la floculation est trés
discuté par de nombreux auteurs. Selon certains (STEWART et al.,
1975; YATISSA et ROSE, 1976; AMRI et al., 1981) les ions calcium
servent a établir des ponts calciques entre les cellules alors
que d'autres (TAYLOR et ORTON, 1978; MIKI et al.,,1982)
considérent les ions calcium comme des Co-facteurs qui
interviennent dans un phénoméne de reconnaissance moléculaire
(lectine-recepteur).

Les ions phophates présents dans les parois sont impliqués
dans la formation des macromolécules (Phxphopeptidomannanes).
Ils sont 1liés aux peptidomannanes soit par des liaisons
phosphodiesters soit par des liaisons phosphomonoesters (STEWART
et BALLOU 1968; PHAFF, 1971; THEME et BALLOU, 1971; BALLOU,1982).

Selon MILL (1966) et LYONS et HOUGH (1971) 1le dégré de
phosphorylation des mannanes est plus important dans les parois
des levures floculantes que celles des levures non floculantes.
Pour LYONS et HOUGH (1971), un degré de phosphorylation élevé de
la couche s iperficielle (phosphopeptidomannanes) de 1la surface
cellulaire 2st nécessaire pour la fixation des ions calcium au
cours de . agrégation cellulaire.

IV.6. MORPHOLOGIE DES PAROIS DE LEVURES.

Les parois de levure ont toutes une structure multicouche;
le nombre de couches est propre au genre, a son état
physiologique et aux techniques de fixation et de coloration
employées

D'une maniére générale 1la structure des parois comprend
essentiellement deux zones: une zone péripherique occupée par
des phosphopeptidomannanes et une zone profonde constituée d'une
matrice a base de complexe glucane-chitine associée a des traces
de mannoproteines. Entre ces deux couches, une zone comporte des
enzymes liées ou non aux autres structures pariérales.
L'association des différents éléments forme une structure qui
confére a la paroi un aspect fibrillaire. Chez certaines espéces
il y a une gaine (mucilagineuse) tout autour.

Les études sur 1'ultra-structure des parois concernent
particuliérement les levures Saccharomyces et Candida (POULAIN
et al., 1978 TRONCHIN et al., 1979; AL BASSAN 1983). La paroi de
Saccharoymeces cerevisiae apparait constituée de 1l'extérieur vers
1'intérieur:
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-D'une couche superficielle trés dense aux électrowvs de 45
a 55 nm.

- Un deuxiéme feuillet de densité moyenne dans toutes les
directions.

- Un troisiéme feuillet d'épaisseur variable

- Un quatrieme feuillet trés dense également et étroite-
ment collé a4 la membrane cytoplasmique et se confond souvent
avec le troisiéme.

Différents types de structure ont été proposés et
correspondent a4 1'évolution dans le temps des hypothéses
retenues sur la structure des parois de levures.

LAMPEN (1968) a préconisé un schéma de 1la structure des
parois de $S. cerevisiae, caractérisée par la présence de deux
couches distinctes: l'une externe qui est a4 base de mannanes

reliés entre eux par des ponts phosphodiesters et 1'autre
interne,constituée d'une zone de glucanes (figure 32).
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Fig. 32: Représentation schématique de la structure de la paroi
de levure Sacharomyces cerevisiae d'aprés LAMPEN (1968)
M = Mannane; G = Glucane; P = Phosphore; S = Soufre
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En se basant sur un ensemble de données, BONALY (1974) a
établi un autre schéma de structure pour les parois de certaines
levures. On distingue trois zones, dont une superficielle est
composée de mannoproteines liées entre elles par des liaisons
phosphodiesters et des liaisons peptidiques. Une autre =zone
interne formée de glucanes et de chitine. Dans 1l'espace entre
les deux couches se trouvent des enzymes; cependant, une telle
localisation est, actuellement, controversée (figure 33)
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Fig. 33: Schéma général de la paroi de certaines levures des
genres Saccharomyces et Candida (BONALY, 1974).
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Des travaux ultérieurs devaient conduire FARKAS (1979) a
proposer un autre schéma de structure selon lequel les mannanes
sont également reliés entre eux par des liaisons phosphadiesters
mais le rdle des ponts disulfures dans les chaines protéiques ou
peptidiques est accentué (figure 34).

CO) Mannane
8 55
Tﬂ%p p

Enzyme
iy &go

¢ R i O Glucane
@,
O_ -
55 ss{ lss{ Tss U Proteine
P Phos hore
s Souf e

Membrane cytoplasmique

fig. 34: Structure de paroi de levure Saccharomyces cerevisiae
selon FARKAS (1979)

Plus récemment, SCHEKMAN et NOVICK (1982) ont proposé une
autre présentation de l'arrangement de la paroi de la levure §,
cerevisiae. Cette représentation (figure 35) met en évidence
1'élaboration et l'insertion des glucanes synthétases au sein de
cet ensemble cellulaire qui forme 1la membrane, l'espace
périplasmique et la paroi.

o



GLUCAN

Fig. 35: Représentation schématique de la paroi
de levure selon SCHEKMAN et NOVICK (1982)

I1 faut cependant reconnaitre que de nos jours il est
difficile de présenter un schéma exact de 1la structure de 1la
paroi de levures. Il est également probable que ce schéma soit
trés différent suivant les genres, voire les espéces.

IV .7 . ROLE DE LA PAROI DANS LE PHENOMENE
DE FLOCULATION

La paroi constitue le siége des contacts intercellulaires
au moment de la floculation. De nombreuses études ont tenté de
clarifier son rbéle et sa participation dans ce phénoméne . En
effet, il a été montré que des parois isolées de levures
floculantes reproduisent les mémes caractéres de floculation que
les cellules méres dont elles sont issues (EDDY et RUDIN 1958;
AMRI et al., 1982; HUSSEIN et al., 1986).
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BALLOU (1974) a estimé que le potentiel génomique de 1la
floculation est exprimé au niveau de la structure pariétale et
que les variations des complexes mannoprotéines peuvent
expliquer les fluctuations du degré de floculation

Des études effectuées au microscope éléctronique, apreés
marquage a la ferritine-Con A, ont montré des intéractions entre
les couches de mannanes des parois cellulaires durant 1la
floculation (MIKI et al., 1980 et 1981). Ces intéractions sont
fortement réduites ou éliminées par des traitements chimiques ou
enzymatiques.

Déja, DAY et al. (1975) avaient observé 1la présence de
"poils" a la surface des parois de souches floculantes de S,
cerevisiae et de S, UVAT UM, Les "poils" seraient de nature
mannoprotéique (STEWART, 1975) et impliqués dans le phénoméne de
floculation. En effet, une séparation ménagée de ces
structures des cellules floculantes, entraine une perte de

1'aptitude de ces levures a floculer.

Selon LYON et HOUGH (1971) et RUSSELL et al., (1973) 1la
floculation des levures est 1liée aux peptidomannanes mais
particuliérement a 1la teneur en phosphate des phospho-
peptidomanna’ es.

MIXI =% gl., (1982a) et NISHIHARA et al., (1982) ont
confirmé qu'un traitement enzymatique par la pronase, la papaine
ou encore la trypsine, des levures floculantes leur fait perdre
l'aptitude a floculer; ce traitement détache 1les phospho-
peptidomannanes pariétaux.

Par la suite HODSON et al., (1985) ont montré que l'action
d'enzymes protéolytiques sur des cellules floculantes de 8,
Cerevisiaqe dépend du type de géne qui régule 1le caractére
floculant. Ces auteurs ont observé que l1'action de la
chymotrypsine sur les souches floculantes du type FLOl1l est
efficace; alors que les souches floculantes du type FLO5 sont
résistantes.

Cette analyse a permis aux auteurs de conclure que
l'expression des génes FLOl et FLOS5 conduit a la production de
protéines pariétales dont les caractréristiques différent selon
le phénotype.

Déja, BAKER et KIRSOP (1972) avaient remarqué que
1'inhibition de la synthése des phosphomannanes, par 1l'emploi de
cycloheximide rendait non floculantes des cellules
potentiellement floculantes.



Certains auteurs, entre autres BALLOU (1974) ont observé
que la période de floculation correspond a 1la synthése de
mannanes, éléments régulateurs de ce phénoméne. D'autres ont
noté une augmentation significative des teneurs en mannanes chez
des souches floculantes par rapport aux souches non floculantes
de S, cerevisiae (GRIFIN et WILLIAM, 1960; JAYATISSA et ROSE,
1976; STEWART et RUSSEL, 1981). Ces résultats ont été confirmés
plus récemment chez d'autres levures (HUSSAIN et al., 1986;
ALMAHMOOD et al., 1987).

MASCHELEIN et al., (1963), JEUNEHOMME- RAMOS et al., (1969)
BALLOU (1974), avaient constaté que les parois de levures §,
cerevisiae et S, carlsbengensis récoltées en fin de fermentation,
se caractérisent par une augmentation de 30 & 40% des acides
aminés totaux; cependant cette augmentation globale n'entraine
pas de variations importantes dans 1les rapports entre chaque
acide aminé et les acides aminés totaux. En revanche 1la teneur
en mannanes diminue en fin de fermentation. Ces auteurs avaient
alors admis que 1la floculation apparait comme un phénoméne
cyclique ou les phases de défloculation et de floculation se
succédent au cours de la fermentation. La durée réciproque de
ces deux phases dépendrait de 1la vitesse de synthése et de
dégradation du mannane et par conséquent du rapport
mannane/protéine de la par»i cellulaire.

Si la quasi-totaiice des chercheurs sont d'accord sur
1'implication des parois ou précisément des phospho-
peptidomannanes de ces parois dans la floculation des
levures; ils ne sont plus unanimes quant a l'interprétation de
ce rHdle, du mécanisme intime, des structures moléculaires et des
forces mises en jeu, qui restent a étre élucidés

IV.8. MECANISME DE LA FLOCULATION DES LEVURES
IV.8.1. INTRODUCTION

En dépit des trés nombreux travaux, les mécanismes de 1la
floculation restent encore mal connus, ceci rend compte de leur
compléxité. Cependant il est établi qu'ils font intervenir les
parties externes des parois cellulaires (JEUNEHOMME-RAMOS et
MASCHELEIN, 1964; KAMADA et MURATA, 1984). Ils dépendent, comme
nous l'avons rappelé, de plusieurs facteurs habituellement
classés en deux groupes: facteurs intrinséques et extrinséques:
Ainsi 1la floculation est un caractére génétique dont la
manifestation phénotypique dépend de plusieurs génes (THORNE,
1951; JOHNSTON et MARTIN 1976; MIKI et al., 1982). Ce phénoméne
est en premier lieu contrdélé par un géne (FLO1) dont
1'expression phénotype peut étre modifiée par d'autres génes qui



ne lui sont pas 1liés (RUSSEL et al, 1980). Il est aussi
influencé par des facteurs nutritionnels et physicochimiques du
milieu environnant (HOLMBERG et KIELLAND - BRANDT, 1978 ; AMRI
et al., 1982).

Les résultats de l'ensemble des ces travaux ont conduit a
des hyothéses variées:

- La formation de ponts soit calciques, soit avec d'autres
ions entre 1les groupements carboxyliques ou phosphates des
phosphopeptidomannanes composant la couche externe de la paroi.

- La présence de facteurs du type lectinique a4 la surface
cellullaire qui permettraient 1l'intéraction entre les cellules,
entrainant ainsi la floculation.

- Intéraction par diverses liaisons entre autres,
hydrophobes, hydrophiles, électrostatiques, phosphodiesters...

Parmi toutes ces hypothéses, celle qui a retenu l'attention
des auteurs est celle du pont calcique.

Actuellement c'est 1'hypothése lectinique qui est
fort travaillée (ALMAHMOOD et al., 1987 MANGUNWIDJAJA, 1988).

IV.8.2. HYPOTHESE DES PONTS SALINS

Pour expliquer le mécanisme de floculation LINDQUIST (1953)
fut 1le premier a émettre 1'hypothése selon laquelle les
groupements ioniques pariétaux étaient déterminants dans ce
phénoméne. La formation d'agrégats serait due a 1l'intéraction
entre ces différents groupements ioniques parmi lesquels les
groupements anioniques seraient dominants bien que 1'hypothése
de LINDQUIST présente des insuffisances, FISHER (1975) confirma
que les groupements anioniques des composants pariétaux des
cellules adjacentes sont reliés par le calcium. Cependant les
types d'anions impliqués sont trés discutés. Ainsi pour
certains auteurs (MILL, 1964 (a); RAINBOW 1970; HARRIS et
MITCHELL 1973; STEWART et al., 1975; JAYATISSA et ROSE, (1976),
Puis AMRI et al., 1981), ce sont les groupements carboxyliques
des protéines de surface qui sont impliqués dans la formation de
ponts salins; pour d'autres auteurs (MASSCHELEIN, 1963; LYONS et
HOUGH, 1971) ce sont les groupements phosphates des
phosphopeptidomannanes qui sont impliqués.

De plus JAYATISSA et ROSE (1976) affirment que les

liaisons seraient stabilisées par des ponts hydrogénes
impliquant les groupements hydroxyles des structures glucidiques
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de la surface cellulaire. Par ailleurs, NISHIHARA (1977), BEAVAN
et al., (1979) et KAMADA et MURATA (1984) ont signalé que les
groupements phosphates ne jouent pas de rdle important dans 1la
formation des ponts calciques, mais ce sont les groupements
carboxyliques de la partie peptidique qui seraient responsables
de la formation de ces ponts entre les cellules.

Si cette hypothése du pont calcique est supportée par
plusieurs travaux, elle ne permet pas d'expliquer 1le rdle
spécifique des ions calcium ni l'action défloculante des simples
sucres mais spécifiques selon le genre de levures, ni
1'inhibition de la floculation par des cations de la famille du
calcium tels que le stronstium et 1le baryum (CALLEJA, 1974;
TAYLOR et ORTON, 1973).

IV.8.3. HYPOTHESE DES LIAISONS LECTINIQUES

Une autre hypothése récemment émise pour expliquer Ile
mécanisme de floculation, met en jeu des protéines ou des
glycoprotéines. Elle repose sur 1le fait que certains oses
spécifiques défloculent des 1levures floculées ou empéche 1la
floculation des levures potentiellement aptes & s'agréger.

C'est TAYLOR et ORTON (1973, 1978} qui at  suggéré
l'intervention d'une protéine activée par la présence de calcium
dans le processus de floculation.

Le rdle des lectines dans l'agrégation des microorganismes
a été mis en évidence particuliérement dans 1'agrégation des
cellules bactériennes 2 partir desquelles des lectines
spécifiques pour les glucides bien définis ont été isolées
(DUGUID et OLD, 1980; FINKEISTAIN et HANNE 1982. SNABORGEDEN et
al., 1983; MAEBA,1986 et SHARON, 1986).

Les lectines ont été également isolées a partir des
champignons (NODRING-HERTZ et CHET, 1986), des moisissures
(BARONDES, 1986) et des éponges (JUMBLATT, 1980; CONRAD et al.,
1984).

Si les nombreux travaux relatifs aux lectines des bactéries
et des champignons ont conduit & mieux connaitre leur rdéle dans
l1'adhésion cellulaire; la nature et le rdle des lectines dans
le phénoméne de floculation restent a étre précisés.

Plusieurs auteurs ont montré que la reconnaissance
cellulaire dans différents systémes biologiques est obtenue, en
partie, gridce a un facteur lectinique de nature protéique
(CUMSKY et ZUSMAN, 1979, MULLER et al., 1983; MONSIGNY et al.,
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1983, 1984) NISHIHARA et al., (1982) ont montré que la fixation
du calcium sur un site spécifique de certains composés
protéiques pariétaux, provoque un changemnt structural
nécessaire a la floculation de S, Cerevisiae. Selon AMRI et al.,
(1981, 1982) la variation en mannose et en acides aminés serait
nécessaire 4 la formation, sur 1la surface des parois, de
contituants de nature peptidomannane du type lectinique
indispensable a4 la floculation des levures.

MC COURTIE et DOUGLAS (1985 a et b), CRITCHLEY et DOUGLAS
(1987) ont signalé qu'une mannoprotéine ("adhésin") est
responsable de l'adhérence de la levure Candida albicans sur les
cellules épithéliales et 1la partie protéique de cette
mannoprotéine jouerait le rdle le plus important dans 1'adhésion
de ces levures aux cellules épithéliales.

A partir de l'hypothése de BURKE et al. (1980), MIKI et al.
(1981, 1982) ont proposé un modéle de mécanisme de floculation
des levures selon lequel le facteur lectinique ("COGNOR") est
solidement ancré a la paroi des levures floculantes et relie des
sites mannanes ("COGNON") des cellules voisines. Le calcium
interviendrait comme co-facteur en activant les 1liaisons des
composants lectiniques aux glucides. La synthése de ce

7 cteur lectinique est gouvernée par le géne responsable de 1la
f oculation (FLOl). La représentation schématique de ce modéle
de mécanisme de floculation est indiqué par la figure 36.

Fig. 36: Modéle du mécanisme de floculation de
Saccharomyces selon BURK et al., (1980 a)
MIKI et al., (1982 b)
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Méme si 1'étude détaillée des substances lectiniques des
levures n'est pas toujours réalisée, de nombreux auteurs ont
réussi a isoler des lectines a partir de diverses levures.

BASU et al., (1983) ont ainsi isolé une 1lectine d'une
souche de S.cerwvistiae cultivée dans un milieu de culture enrichi
en acide linoléique. Cette lectine de poids moléculaire 320KD a
une spécificité pour le D-galactose, toutefois son rdle dans 1la
floculation des levures n'a pas été établi.

Par ailleurs, AL MAHMOUD et al., (1988) ont mis en évidence
deux activités lectiniques dans le milieu de culture de
Kluyveromyces dbulgaricus. L'une est spécifique du galactose et
intervient dans la floculation; l'autre a une affinité pour 1la
N-acétyl-glucosamine mais elle est sans effet sur la floculation
de la levure. Par 1la suite MANGUNWIDJAJA (1988) a mis en
évidence une "Composante lectinique" localisée a la surface des
cellules de levures Kluyveromyces lactis, au niveau d'un
récepteur ayant une configuration stéréochimique reconaissant
1'aa -D- galactopyranose. Cependant si 1'hypothése lectinique
permet d'expliquer l'action défloculante des sucres ainsi que
l'action superficielle des ions calcium, le mécanisme d'action
de ces lectines reste a étre précisé.



CHAPITRE 1

MATERIEL ET METHODES



I. MATERTIEL

I.1.. MICROORGANISMES

Dans la premiére partie de notre expérimentation nous avons
utilisé deux souches (désignées souches "méres") de
Kluyveromyces lactis haploides référenciées:

- -y 11630 souche non floculante (KLNF)
- a-y 11631 souche floculante (KLF)

Dans une seconde étape, avons avons étudié quatre souches
haploides (désignées souches "filles") issues d'un croisement
des deux souches précédentes et référenciées comme suit:

- KL9c:souche trés floculante (TF)
KL9a:souche moyennement floculante (MF)
KL9b:souche faiblement floculante (FF)
KL9d:souche non floculante (NF)

Ces souches ont été fournies par la chaire de génétique et
de microbiologie de 1'Ecole Nationale Supérieure Agronomique de
Montpellier (France).

Toutes 1les souches sont entretenues par repiquages
réguliers sur milieu gélosé et conservées a + 4°C.

I.2. MILIEUX DE CULTURE

Dans nos essais préliminaires, divers milieux de culture
ont été utilisés. Ces tests ont permis de sélectionner et
retenir pour 1la suite de notre étude 1le milieu 1le plus
favorable.

I.2.1. MILIEU ATKIN (M1)

Ce milieu appelé usuellement "milieu A" a été décrit par
ATKIN et al. (1949). Sa composition est la suivante:

Glucose ,....... D e L I TN o o =

KHz PO4 ... vvvvvvinnenvssnasnsssreisnrssrens, 0.55 g
KC1  ,...... N S e v Y S SE &2
Ca. Bl CZHZOY. i s v v s % 5 % 85 Sl B 4 FRTE S 0.125 g
Fe G18 (6B20). .. iwi s o cuvecane s o o 5 civisss & ¢ iwoos o 6 o LD L
Mg SO4 (7H20).......... I e T vieeaa. 0.125 g



Mn S04 (4Hz20),..... ‘¥ S R SEAGG AR LA # R B i 2.5 mg

Tampon citrate de k PH 5.5 (0.4M),..,.......... 50 ml
Hydrolysat de Caséine 8% PH 5.5,,............. 50 ml
Mésoinositol, . ..o v v ronnsan sonan s s eware  Lxd ME
Pantothénate de Ca, i iovis o avninisanassariinesis 2.5 mg
Biotine, ... o008 04 R W ERSEE G W RS W R E R i W 0.025 mg
Thiamine, ,......... N e tax AmEN RN AR 0.5 mg
Pyrodoxine,......... S EARE R RS R R e § s 0.5 mg

Les différents constituants, a8 1l'exception des vitamines

sont dissouts dans 900ml d'eau distillée, le pH est ajusté 2

5.5. Ce milieu est stérilisé pendant 20 minutes a 120°C. Les

vitamines sont dissoutes dans 100ml d'eau distillée et filtrées

sur membrane millipore (type H.A.0.45 ) stérile. Quand il

s'agit de culture en fioles d'erlenmeyer de 100ml, elles sont
ajoutées au milieu a raison de 1 ml d'une solution mére de

vitamines pour 19 ml de milieu de culture. La concentration en

vitamines de la solution mére est la suivante:

MESOINOSOLOL a0 o 5 wveivn o w ssrains & & e PR . ... 50 mg
Pantothénate de ca ,.,..... v ir e a. 5 mg
PYrodoXinie i : e veiai s v ss so@ns s viaagssss 1 mg
Thiamine hydrochlorure,.......... i G E R v 1 mg
Biotine ,....... ST A e — . 0.05 mg
Eau distillée,...... v vvvvirsvannrairsannssasas. 100 ml

I.2.2. MILIEU (M2)

C'est le milieu ATKIN modifié ou la caséine est remplacée
par le sulfate d'ammonium.

I.2.3. MILIEU DEINEMA (M3)

Ce milieu décrit par DEINEMA (1961) est de composition
suivante:

GINCOSS; 5 & vwwiis 5 & waliowi 5 o 6 Vw5 & aetvs v v wwwes ¥ e e S0 E
KE2 PD4. oo s v iwminn & v pannse ST ——— I— 1.0 g
Mg S04 (7H20): i saivemmsnsinanasssvanasssanamais D2 B
Ca Cly U2MEO): i w s & vusivs 5 & va VR B § reeie e g e D2 B
Extrait de levure,......... bR N E e e e e w D) B
Eau distillée, . .... v eren s r e e a e aeae., 1000 ml

Le pH du milieu est ajusté a 5,2.
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1.2.4. MILIEU DEINEMA MODIFIE
Le milieu Déinema a été modifié comme suit:
- M4 : A base d'extrait de levure sans CaClz

- M5 : a base de peptone
- M6 : a base de caséine

I.2.5. MILIEU DE SABOURAUD (M7)

Glucose,..... AR . ) N -
PeptonNe@.s o s vsisains s ¢ 4 smsios 10, g
Eau distillée,,..,........ 1000, ml

La teneur en calcium des différents milieux
dans le tableau 7.

TABLEAU 7: Teneur en calcium et nature de 1la

est

source

indiquée

azotée des différents milieux utilisés pour la

croissance de K. lactis

MILIEUX DE CULTURE SOURCE D'AZOTE TENEUR EN Caz+(mM)
Atkin (N) rgzgrolysat de caséine 1.2
Atkin (M) Silfate d'ammonium 1.02
Déinéma (N) Extrait de levure 1.5
Déinéma(M)sans Ca|Bactopeptone 0.04
Déinéma(M)avec Ca|Bactopeptone 1.8
Sabouraud Bactopeptone 0.07

M : milieu modifié
N : milieu normal

I1.3. CONDUITE DES CULTURES
I.3.1. CULTURES EN FIOLES

-

L'inoculum est préparé a partir de levures

milieu gélosé. A 1l'aide d'une anse de platine

= ¥ o

conservées sur

stérile, on



transfére l'inoculum estimé a 0,1lmg de levure en matiére séche
par ml, dans 20ml de milieu de culture contenu dans une fiole
d'erlenmeyer.

Nous faisons ainsi une préculture de 24 heures dont nous
prélevons 1l'équivalent de 1lmg/ml de levure pour ensemencer les
cultures. L'aération est assurée par une agitation magnétique.
Les cultures sont conduites a 25°C.

I.3.2. CULTURES EN FERMENTEUR DE 2 LITRES

Ces cultures ont été mises en oeuvre pour l'obtention de
biomasse et la préparation de parois cellulaires. L'inoculum est
constitué par deux précultures successives.

- La premiére préculture: 20 ml de milieu contenu dans des
fioles d'erlenmeyer de 100 ml sont ensemencés avec 0.lmg/ml de
levure en matiéres séche et incubés pendant 24 heures sous
agitation magnétique a 25°C.

- La deuxiéme préculture:

La premiére préculture sera transferée dans 1.5 litres de
milieu de culture contenus dans un fermenteur de 2 litres.
L'aération est assurée par barbotage d'air stérile avec un débit
de 301/heure. La durée d'incubation est de 24 heures environ a
25°C. ;

I.3.3. CULTURES EN FERMENTEUR DE 20 LITRES

La culture issue du fermenteur de 2 1litres sera utilisée
comme inoculum pour 15.5 litres de milieu de culture dans un
fermenteur de 20 litres. L'agitation et l'aération sont assurées
respectivement par un agitateur a pallettes a vitesse réglable
(300 tours / minute) et par barbotage d'air stérile ( 50 a 60ml/
minute); le temps d'incubation, a 25°C, varie (phase
exponentielle ou phase stationnaire). A la fin de la culture,les
cellules sont récoltées par centrifugation.

II. METHODES
II.1. MESURE DE LA CROISSANCE

La croissance des levures est évaluée par différentes
méthodes:



- Turbidimétrie: Elle <consiste a mesurer 1'absorbance
d'une suspension de levures & 620 nm a ltaide d'un
Spéctrophotométre type Coleman J.

- Matiére séche: Les cellules lavées 3 fois a l'eau distillée
sont remises en suspension. Le poids de 1la matiere séche est
déterminé aprés dessication a 100°C jusqu'a poids constant.

- Comptage de cellules: A l1l'aide d'une cellule de Malassez
et sur une dilution appropriée, le comptage est effectué en
présence de bleu de méthyléne, témoin de 1la vitalité des
cellules.

La relation absorbance-poids sec des cellules et le nombre
de cellules a été établie et représentée par les figures 37 et
38.

1.4

1.2 I KLF
1- e
KLNF

0.8

0.6

ABS (620nm)

0.4

0.2

% 0.5 1 15 2 25 3

MATIERE SECHE (mg/ml)

Fig. X7 . =Z=lation absorbance - matiére séche

- 73 -



1

0.91 ]
0.8- KLF

0.7 ~ T
0.6 KLNF
0.5-
0.4-
0.3-
0.2

0.1 T T T
0.5 1 1.5 2 2.5

NOMBRE DE CELLULES/mI(10°)

ABS (620nm)
\

Fig. 38: Relation absorbance-nombre de cellules par ml

Le taux de croissance (u) ou vitesse spécifique de
croissance et le temps de génération sont calculés a 1'aide de
1'équation de MALTHUS:

L =
0gx2 Logxl

M= -
(T2 Tl) Log2

Ou X

Biomasse au temps T1

Biomasse au temps T2

>
I

= P& =



II.2. MESURE DE LA FLOCULATION

De nombreuses techniques de mesure du degré de floculation
ont été décrites dans la littérature; cependant elles présentent
des insuffisances ou du moins ne répondent pas réellement aux
mesures objectives de la floculation.

En effet selon CALLEJA et JOHNSON (1977), une technique
objective de mesure de la flocultion des levures doit permettre
d'apprécier trois critéres : 1le nombre, la taille et 1la
stabilité des agrégats cellulaires.

Les diverses techniques décrites sont classées en trois
catégories.

II.2.1. TECHNIQUES DE SEDIMENTATION

Ces techniques ont été développées par BURNS (1937) et HELM
et al., (1953) puis modifiées par PATEL et INGLEDEW (1975).

Un volume connu d'une suspension de levure est centrifugé
pendant 10 minutes a 2000g dans un tube conique de 15ml gradué
et calibré. Le culdt de centrifugation est lavé avec une
solution 4'EDTA 10mM, pH 4.5, puis 3 fois avec de 1l'eau
distillée.Le culdt de centrifugation est remis en suspension
dans 10m' de tampon acétate de Helm dont la composition est la
suivante

CaSOL v coninn s pommnn 225 v woaea 0.51g
CHg COONa, ;.. iivaninaseinaineis 6.80g
CHs COOH (glacial).......... 4.05g
Eau distillée gsp....... ..., .. 1000ml

le pH est de 4.5

La concentration cellulaire doit étre ajustée a 0.1g/ml.

Aprés agitation énergique, les tubes sont laissés a température
ambiante 10 a 60 minutes; le volume du culdét de sédimentation ou
le volume du surnageant est mesuré au cours du temps. Le degré
de floculation des levures est alors donné par la valeur de ce
volume au temps 10 minutes. Cette technique évalue surtout 1la
taille des agrégats et convient aux levures trés floculantes.



II1.2.2. TECHNIQUE VISUELLE

Dans la technique originale de GILLILAND (1957) le degré de
floculation est exprimé quantitativement a l'aide d'une é&chelle
de graduation subjective (Tableau 8).

TABLEAU 8: Classification des levures en fonction
du degré de floculation (GILLILAND, 1957)

(D02/D01)X100 DF TYPES DE LEVURES

5 |[levures extrémement floculantes

0 a 10 4 |levures trés floculantes
10 a 30 3 |levures modérément floculantes
30 a 65 2 |levures faiblement floculantes
60 a 90 1 |levures trés faiblement floculantes
100 0 |levures non floculantes

(DF = degré de floculation)

I1.2.3. TECHIIQUES SPECTROSCOPIQUES

Ces techrigue: avaluent essentiellement le nombre
d'agrégats et consistent a suivre 1'évolution de 1la densité
optique d'une suspension de levure de concentration donnée, dans
un tampon approprié (le plus souvent, tampon acétate de Helm) au
cours d'un laps de temps défini.

Ces techniques exigent une faible concentration de levure,
cependant elles n'ont qu'une portée qualitative et sont mal
appropriées pour juger les levures trés floculantes.

Au cours de nos essais, nous avons adopté 1la technique
visuelle associée 34 des mesures spectroscopiques selon le
protocole préconisé par PATEL et INGLEDEW (1975): 10ml d'une
suspension de levure (milieu de culture ou tampon acétate de
Helm) sont placés dans un tube calibré de colorimétre ou dans 1la
tubulure latérale des fioles d'erlenmeyer, aprés agitation
énergique, on note l'absorbance a4 620 nm (DO4). La suspension de
levure est ensuite laissée au repos pendant un laps de temps a
la température ambiante et 1'absorbance est notée (DOz). Le
temps optimal nécessaire a la mesure de DOz est déterminé en
tracant la courbe de variation de l'absorbance en fonction du
temps de sédimentation (figures: 39 et 40).
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Le degré de floculation peut-étre exprimé de deux maniéres:

- Par 1le rapport (DOz2/D04)X100, qui représente le
pourcentage des cellules restées en suspension aprés le temps
optimal de repos. La valeur du rapport peut étre rapportée 3
l1'échelle proposée par GILLILAND.

- Dans le cas de levures classées moyennement floculantes,
le degré de floculation est calculé selon 1l'expression
préconisée par EGGSET et al., (1983):

_ Doz
% FLO = (1- 5=)X 100

I1.3. METHODES D'ETUDE DE LA STABILITE DE LA FLOCULATION

IX.3.1. EFFET DU pH

Une prise d'essai de 10ml d'une suspension de levure
floculante est soumise 4 des variations de 1H basiques par
addition de NaOH 1N et acides avec HCl 1N pour ‘bteriir une gamme
de pH allant de 2 a 14. Le pourcentage de floci.ation est alors
déterminé dans chaque cas selon la méthode décrite.

II.3.2. EFFET DE LA TEMPERATURE

Aprés croissance et floculation des levures, 10ml d'une
suspension sont prélevés et portés a des températures variables
pour des temps allant de 1 a 10 minutes. L'effet réversible ou
irréversible de la température sur les agrégats cellulaires est
déterminé aprés refroidissement de la suspension a 25°C.

I1.3.3. EFFET DES SUCRES

Une prise d'essai de 10ml d'une suspension de levure
contenant environ 1.5mg d'extrait sec par ml est préparée soit
dans le tampon acétate de Helm, soit dans 1le milieu de
croissance.
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Des quantités croissantes de sucres ou dérivés a tester,
sont ajoutées; aprés agitation vigoureuse, on laisse les
suspensions au repos a température ambiante (25°C) pendant 30
minutes. La mesure de 1'absorbance des surnageants résultats
permet de déterminer 1la qualité de sucre nécessaire a la
dispersion totale des agrégats cellulaires.

II1.3.4. EFFET DE L'ACTION D'ENZYMES

Des suspensions de levures sont centrifugées a 2000g
pendant 10 minutes, puis lavées 3 fois avec de 1l'eau distillée.
Les culdts de centrifugation sont ensuite mis en suspension dans
une solution tampon acétate de Helm a pH 4.5 pour la pronase et
dans la solution tampon tris HC1 O0.1M (pH 8.5). Pour la
trypsine, 1la chymotrypsine et 1la pepsine (pH 3.0). La
concentration en enzyme est de 0.2%. Les suspensions (10Omg de
levure) sont ensuite incubées a 37°C pendant des temps variables

allant de 5 a4 60 minutes sous agitation intermittante.

II1.3.5. EFFET DE LA REGENERATION DE LA PAROI

IT1.3.5.1. PREPARATION DE PROTOPLASTES

Les proplastes sont préparés a partir de suspensions d=2
levures prélevées en phase de croissance ( ou stationnaire, par
action du dithiotréitol et de la cytohélicase.

- Prétraitement

Une suspension de levure contenant 1.5g de 1levure fraiche
environ, est centrifugée, lavée avec de 1l'eau distillée puis
additionnée de 6ml d'une solution de dithiotréitol ldQM, EDTA
25mM a pH 7.0. Le mélange est incubé sous agitation pendant 30
minutes a 37°C. Aprés incubation, les levures sont centrifugées
et lavées 3 fois avec 6ml de tampon isotonique (KHzPO4, 150mM;

citrate, 50mM; sorbitol, 1.08 mM pH 5.8).

- Traitement a8 la cytohélicase
Les protoplastes sont des cellules sensibles au choc

osmotique, aussi cette sensibilité est mesurée, a 20°C, par
addition d'une partie aliquote (0.1ml) d'une suspension de
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protoplates renfermant 10mg de matiére séche de cellules par ml,
4 2.9ml1 d'une solution tampon phosphate citrate pH 5.8. Le
nombre de protoplastes dans 1la suspension est déterminé par
comptage hématimétrique aprés dilution dans de 1l'eau distillée
et dans le tampon précédent.

I1.3.5.2. REGENERATION DES PROTOPLASTES

La régénération des parois cellulaires a été réalisée en
milieu liquide de Sabouraud avec addition de sorbitol comme
agent protecteur asmotique. Les cultures ont été réalisées dans
des fioles de 100ml, a 25°c, sous faible agitation.

II.3.5.3. MORPHOLOGIE DES CELLULES REGENEREES
ET LEUR APTITUDE A LA FLOCULATION

Pour suivre la régénération des protoplastes et la formation
des premiers réseaux fibrillaires qui apparaissent dés les
premiers stades du processus de synthése de 1la paroi, les
cellules sont prélevées a des intervalles de temps réguliers et
observées au microscope optique. Le test de floculation est
également réalisé.

JIT M#v% JDES D'OBTENTION ET DE TRAITEMENT DES PAROIS
III.1. PREPARATION ET ISOLEMENT DES PAROIS

Les 1levures sont récoltées en phase exponentielle ou
stationnaire par centrifugation et lavées a l'eau distillée.

Les parois cellulaires ont été isolées aprés broyage
mécanique des cellules selon le protocole suivant: les levures
sont mises en suspension dans 1l'eau distillée pendant 24 heures
a une concentration 2 a 3g de levures, environ, pour 10ml d'eau,
puis broyées avec un broyeur MSK (Braun Melsungen RFA) a 1'aide
de billes de verre (0.45 a 0.50mm de diamétre). Chaque 1lot de
levure subit trois broyages de trois minutes a4 wune température
avoisinant 0°C obtenue par une détente de gaz carbonique dans la
chambre du broyeur.

Les broyats sont repris par de 1l'acétone puis par un

mélange éther de pétrole-éther sulfurique afin d'éliminer les
lipides.
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La biomasse récupérée par centrifugation a 20.000g est
alors mise en suspension dans une solution de phosphate
disodique a 12g/1 et soumise 3 une agitation constante pendant 5
a4 6 heures. Aprés lavage a 1l'eau distillée, les parois sont
incubées pendant trois heures dans une solution de phosphate
disodique a 12g/1 contenant 0.2% de trypsine. Ce dernier
traitement permet d'éliminer les débris cytoplasmiques
protéiques qui adhérent aux parois cellulaires.

Dans une derniére étape, les parois sont lavées plusieurs
fois a4 1l'eau distillée et, aprés vérification de 1leur état de
pureté au microscope a contraste de phase, elles sont conservées
sous forme lyophilisée.

III.2. TECHNIQUES D'HYDROLYSE DES PAROIS

Les parois de levure sont des éléments insolubles dans
l'eau et leur suspension est trés instable. l'analyse
qualitative et quantitative des oses, osamines et acides aminés,
nécessite une hydrolyse préalable des parois par HCl1 en tube
scellé sous vide.

Des essais préliminaires destinés a déterminer les
conditions optimales de ce traitement mnous ont conduits a
adopter, dans tous les cas, une température de 105°C et des
concentrations en HC1 2 N pour les oses et 6 N pour 1les acides
aminés et les osamines

I1 faut cependant signaler que 1'hydrolyse des parois n'est
pas toujours totale. En effet, un faible résidu persiste méme
aprés un temps d'hydrolyse trés prolongé.

III.3. FRACTIONNEMENT DES PAROIS

L'isolement des constituants de 1la paroi sous forme
hautement polymérisée nécessite un traitement beaucoup moins
sévére que l'hydrolyse chlorhydrique. Nous avons utilisé le
traitement 3 l'ethyléne diamine décrit par KORN et NORTHCOTE
(1960).

A 1lg de parois 1lyophilisées, on ajoute 150ml d'éthy-
lénediamine distillé et la suspension est mise en incubation a
37°C pendant 24 heures avec agitation intermittente. Apreés
centrifugation, On recueille 1le surnageant et le culdét est
remis a nouveau en suspension dans L'éthylénediamine pendant 48
heures a 37°C. Aprés une nouvelle centrifugation le culdét lavé
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par du méthanol puis par de l'eau distillée jusqu'a neutralité,
constitue la fraction C (figure 41).

Parois + éthylénediamine

l

Centrifugation
I__J
Surnageant S1 ¢——— Culot
Evaporation Ethylénediamine
Résidu+méthanol Centrifugation
Centrifugation Surnageani 2 éulét
Culodt FRACTION C
Extraction par HZO HC1 3%
Centrifugation Centrifugation
Suriageant Culédt Culét
FRACTION A FRACTION B NaOH 3%
Centrifugation
Culdt
FRACTION C

Fig. 41: Différentes étapes du fractionnement des parois
a 1'éthylénediamine, d'aprés KORN et NORTHCOTE
(1960)
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Les différents surnageants sont réunis et l'éthylénediamine
est évaporé sous-vide a une température n'excédant pas 40°C.
Aprés reprise du résidu sec par 300ml de méthanol et
conservation pendant une nuit a 4°C, il se forme un précipité
qui est recueilli par centrifugation. Le traitement de ce
précipité par de l'eau distillée sous agitation énergique et a
température ambiante pendant 1h30, fournit une fraction A hydro-
soluble. Le résidu insoluble, recueilli sous forme d'un gel,
constitue la fraction B.

II.4. ISOLEMENT DE LA CHITINE

La chitine se trouve dans la fraction insoluble provenant
du traitement des parois par 1'éthyléne diamine (Fraction C).
Nous avons appliqué a cette fraction 1le mode opératoire deéja
utilisé par HOUWINK et KREGER (1953) et KORN ET NORTHCOTE
(1960), pour 1'isolement de 1la chitine de 1la paroi de
Saccharomyces cerevisiae.

Un échantillon de 100mg est traité par 50ml d'acide
chlorhydrique a 3% pendant une heure au bain marie bouillant.Le
résidu, recueilli par centrifugation est lavé jusqu'a neutralité
avec de 1l'eau distillée puis 1lyophilisé. I1 constitue 1la
fraction Ct (Figure 41).

II1.5. PREPARATION DE MANNANES

L'intégrité structurale des mannanes dépend des conditions
d'extraction auxquelles ils sont soumis. Pour 1l'extraction des
mannanes a partir de levures entiéres, nous utilisons la méthode
décrite par PEAT et al., (1961) modifiée dont 1les différentes
étapes sont résumées par la figure 42. Les cellules sont
détruites par chauffage a2 1'autoclave en présence de tampon
citrate pH7.
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Levures entiéres
fraiches 50g

+ 30ml de tampon citrate 15mM, pH 7
l + Autoclavage a 140°C pendant 2h

Centrifugation

Surnageant Si Résidu gélatineux
+ 70 ml H20 distillée
+ Autoclavage 140°C, 2h

w
Surnageant S2 Centrifugation

T 1

Résidu
Surna éant S3 ¢
. = (1M)

| Lavage par CH COOH
—~Concentration sous-

vide (50ml) Neutrali-
sation par NaOH 6N
-Précipitation a 1'éthanol
absolu (3V)

Residu écarté

Centrifugation (10.000g)

Surnageant Résidu Mannane
écarté

Lavage a 1'éthanol 60%

Centrifugation
Surnageant Résidu
écarté | lavage H 0 distillée
Centrifugation 2
l l Résidu écarté
Surnageant

-Concentration sous-vide
—dialyse contre H 0 distillée (48h)
-lyophilisation.

MANNANES

Fig. 42: Extraction des mannanes selon la méthode
de PEAT et al., (1961) modifiée
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IV. METHODES ENZYMATIQUES
IV.1. TRAITEMENT DES PAROIS PAR LA CYTOHELICASE

Les parois de levures floculantes ou non floculantes ont
été traitées par la cytohélicase caractérisée par 1la presence
d'endo-3 (1 —3)-D-glucanases. L'expérience a été réalisée
selon la méthode décrite par EDDY et al., (1968) modifiée pour
l'extraction de phosphopeptidomannanes. Le protocole expérimen-
tal est indiqué par la figure 43.

| PAROIS 250mg |

15mg de cytohélicase

0.05ml de ;3 Mercaptoéthanol
0.2ml1 de chloroforme

25ml1 tampon citrate 0,05M pH 5,5
Incubation a 37°C pendant 24h
sous agitation magnétique.

+ + + +

CENTRIFUGATION

(15000g pendant 15min )

l l
[ cuLoT ] [ SURNAGEANT |
!

|CENTRIFUGATION |

|FILTRATION SUR BIOGEL 1.5M|

(élution 1 par tampon citrate)

|ANALYSE DES DIFFERENTES l

| FRACTIONS | - Protéines
- Sucres
- phosphore
FRACTION J ¢ - |AUTRES FRACTIONS]
FEy Dialyse
Centrifugation

PHOSPHOPEPPTIDOMANNANES

Fig. 43 : Traitement des parois par la cytohélicase
selon EDDY et LONGTON (1969)
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IV.2. TRAITEMENT DES PAROIS PAR LA PRONASE

L'extraction de phosphopeptidomannanes a partir des parois
par action de la pronase a été réalisée selon 1la méthode de
CAWLEY et BALLOU (1972). Un gramme de parois est mis en
suspension dans 50 ml de tampon acétate 0.1M pH4.2 et traité par
25mg de pronase a 37°C pendant 18 heures. Aprés centrifugation
(1500g) les phosphopeptidomannanes contenus dans 1le surnageant
sont récupérés par précipitation au borate de sodium a 5% (P/V)
et de cétavlon (cétyl-triméthyl - bromure d'ammmonium & 5% P/V).
Le précipité est alors lavé par 1'éthanol, 1l'acétone et 1'éther

de pétrole, puis lyophilisé.

IV.3. TRAITEMENT DES PHOSPHOPEPTIDOMANNANES
(PPM) PAR LA PRONASE

Le traitement a pour but de séparer 1les glycanes de 1la
chaine protéique. l1'échantillon est mis en solution dans un
tampon acétate de calcium 0.1M contenant de la pronase a raison

de 1% (P/V). L'hydrolyse est effectuée pendant 48 h a4 37°C et le
pH est maintenu constant a4 8 par apport de NaOH a 0.1N.

L'hydrolysat est ensuite ajusté a pH 4.5 par de 1'acide
acétique puis il est concentré et traité par 10 volumes
d'éthanol absolu. Le précipité ainsi formé est reccueilli et le
méme traitement est répété¢ deux fois.

Le précipité est alc s dissous dans 1'eau distillée puis

additionné d'un volume égal d'une solution d'acide
trichloracétique a 10% . Aprés une nuit a + 4°C, 1la phase
aqueuse est séparée du précipité nouvellement formé, par

filtration sur un filtre en verre fritté de porosité G5. La
solution est alors passée sur une colonne de résine échangeuse
d'ions DOWEX 50-X 8 (200-400 mesh) sous forme H et sur Duolite
A 102 sous forme OH .

Les éluats contenant les glycanes sont recueillis,
concentrés sous vide et lyophilisés.

V. METHODES CHROMATOGRAPHIQUES

V.1l. FILTRATION MOLECULAIRE

Pour 1la purification et l'estimation de la masse
moléculaire des produits obtenus par différents procédés, nous
avons utilisé la méthode de filtration sur gel. Les différents

types de gel utilisés sont indiqués dans le tableau 9.
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TABLEAU 9: Caractéristiques des principaux types de gel

utilisé
NATURE TYPE ZONE DE FRACTIONNEMENT (daltons)
Trisacryl GF 2000 15.000.000 a 12.000
Ultrogel ACA 22 1.200.000 a 10.000
A 5M 5.000.000 a 10.000
. Al.5M 1.500.000 a 10.000
Biogel
P2 2000 a 100

Les colonnes de gel sont d'abord étalonndes avec des
dextranes de masse moléculaire de :2.000.000, 450.000, 154.000,
20.000 et 10.000 daltons; et avec des sucres de 180 a 1800
daltons.

Les débits sont maintenus a l1'aidr de pompe péristaltique.
A la sortie de 1la colonne des frac icns de 3 a 4ml sont
collectées.

La droite d'étalonnage de chaque colonne est obtenue en
portant sur un graphe, le logarithme de la masse moléculaire de
chaque produit en fonction du rapport du volume d'élution sur le
volume mort de 1la colonne (Ve/Vo). Cette droite permettra
d'estimer 1la masse moléculaire de chaque produit de
l1'échantillon en connaissant son volume d'élution.

V.2. CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE

L'analyse qualitative des oses par chromatographie sur
couche mince ascendante a été réalisée selon la méthode décrite
par WEIIL et HANKE (1962), sur des plaques de gel Kieselgur G,
d'épaisseurs de 0.25 a 0.5cm. La migration est effectuée a
l'aide d'un mélange de solvants (butanol/éthanol/eau; 5/3/2
(V/V)). Les chromatogrammes sont révélés avec le réactif de STAHL
et KALTENBACH (1961): 9ml d'éthanol a 95%, 0.5ml d'acide
sulfurique concentré, 0.5ml de P- amisaldéhyde et quelques
gouttes d'acide acétique glacial.
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Aprés pulvérisation, les plaques sont placées dans une
étuve 3 105°C pendant 30 minutes.

V.2. CHROMATOGRAPHIE SUR PAPIER

L'identification des oses obtenus par hydrolyse a été,
d'abord, effectuée par chromatographie sur papier WHATMANN 3MM
selon la méthode de JERMIN et ISHERWOOD (1949) et TRAVELYAN et
al. (1950).

V.3. ELECTROPHORESE SUR GEL

Nous avons utilisé 1'électrophorése sur gel de
Polyacrylamide en présence de SDS selon 1la méthode développée
par ALLAN (1981). Une courbe étalon a été réalisée a 1'aide de
protéines standards (figure 44).

LOGMM

S 20 30 40 50 60 70

DLB-DB (mm)

Fig. 2a:: Troite d'étalonnage du gel de polyacrylamide
Z5H1: distance du bleu de bromophénol
Z5 : distance de la bande
1- UREASE (545.000 da)
2—- Myosine (205.000 da)
3- Phosphorylase b (97. 400 da)
4Z— Albumine bovine (66.000 da)
S5- Albumine de boeuf (45.000 da)
£—- Anhydrase Carbonique (29.000 da)
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V.4. CHROMATOGRAPHIE EN PHASE GAZEUSE

L'analyse qualitative des oses a été, également, réalisée
par chromatographie en phase gazeuse selon la technique de LIPKE
et BALLOU (1980) a l1'aide d'un chromatographe Girdel 3000 a2
détecteur ionisation de flamme. La séparation des oses, aprés
transformation en acétates d'alditols, se fait en colonne de
Verre de 180 cm de long, 2 mm de diamétre intérieur, garnie

d'une phase Sp 23402, 3% sur Chromosorb-Wan-DMS 80/100 mesh

L'analyse se fait dans les conditions suivantes:

- Volume injecté : 10 pl
- Température de l'injecteur : 225°C
- Température du détecteur : 300°C
- Température de la colonne : 210°C

- Le gaz vecteur est de l'azote avec un débit
de 40 ml/min.

L'aire des pics est calculée par un enregistreur
intégrateur. L'appareil est réguliérement étalonné par des
solutions équimolaires (de mannose, galactose, glucose, fucose,
inositol).

VI. METHODES CHIMIQUES
VI.1l. DOSAGE DES OSES NEUTRES

Le dosage des oses dans les échantillons, aprés hydrolyse
chlorhydrique, a été réalisé selon la méthode de DUBOIS at al.,
(1956) au phénol sulfurique dont 1le principe consiste a
transformer a chaud par 1l'acide concentré les oses en dérivés
qui se condensent avec le phénol et donnent une coloration brune
orangée. L'intensité de la coloration est mesurée au
spectrophotométre a 485 nm.

Une gamme d'étalonnage est réalisée avec du mannose dont
les concentrations varient de 0 a4 200 n moles (figure 45)
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TENEUR EN MANNOSE (n moles)

Fig. 45: Courbe d'étalonnage du dosage des oses
(DUBOIS et al., 1956)

VI.2. ANA .YSE QUALITATIVE DES OSES

L'analyse qualitative des oses a été réalisée aprées leur
transformation, par chomatographie en phase gazeuse.

La transformation des monosaccharides en acétates
d'alditols a été effectuée selon la méthode de SAWARDEKER et
al., (1965) modifiée par LIPKE et BALLOU (1980).

VI.3. DOSAGE DES ACIDES AMINES

Le dosage des acides aminés totaux est effectué avec Ile
réactif au 2-4- dinitroflurobenzéne (DNFB) selon la méthode de
GHUYSEN et al., (1965). Le réactif se condense avec les
groupements NHz 1libres des acides aminés pour donner une
coloration jaune.

Une coube d'étalonnage est établie avec la D-alanine dont
les concentrations varient de 0 a 100 nanomoles (figure 46).

= 80 =



0.5
0.45-
0.4
0.35-
0.31
0.25-
0.2
0.15-
0.1
005+
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
TENEUR EN DL-ALANINE(nmoles)

ABS{(750nm)

Fig. 46 : Courbe d'étalonnage du dosage des acides
aminés (GHUYSEN et al., 1965)

VI.4. ANALYSE QUALITAWIVE DES ACIDES AMINES

La teneur de chaque acide aminé des échantillons
hydrolysés, aprés séparation sur colonne de résine échangeuse
d'ions est déterminée a 1'aide d'un auto-analyseur Technicon
type NC-2P, selon la méthode de PIEZ et MORRIS (1960).

VI.5. DOSAGE DES HEXOSAMINES

La teneur en hexosamines est déterminée selon 1la méthode
d'ELSON-MORGAN (1933), suivant le protocole décrit par GHUYSEN
et al., (1966). En milieu alcalin, a chaud et en présence
d'anhydride acétique, les hexosamines libres sont transformées
en dérivés pyrroliques qui se condensent avec le réactif D'ELSON
- MORGAN. (p-diamino-benzéne) pour donner une coloration
violette.

une gamme d'étalonnage est réalisée avec du chlorhydrate de
glucosamine (Figure 47)
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Fig. 47: Courbe d'étalonnage du dosage de la glucosamine
(GHUYSEN et al., 1966)

VI.6. DOSAGE DE L'AZOTE TOTAL

Aprés minéralisation des échantillons par 1'acide
sulfurique concentré durant 15 a 20 heures en présence du
catalyseur de DUMAZERT et MARCELET (1937) , 1l'azote total est
dosé a 1'auto-analyseur technicon.

VI.7. DOSAGE DU PHOSPHORE

Le phosphore a été dosé par 1la méthode au molybdate
d'ammonium aprés minéralisation des produits par un mélange
d'acide sulfurique et perchlorique selon le protocole préconisé
par ALLEN (1940). Le phosphore ainsi 1libéré est dosé selon 1la
méthode de MCCLARE (1971) qui consiste a 1le transformer en
phosphomolybdate d'ammonium, complexe de coloration bleue dont
l'intensité de la coloration est mesurée a 780nm. Une courbe
d'étalonnage est établie avec KHz P04 (figure 48).
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Fig. 48: Courbe d'étalonnage du dosage du phosphore
(Mc CLARE, 1971)

VI.8. DOSAGE DES OLIGOELEMENTS

Les oligoéléments sont dosés par spectrophotc étrie de
masse. Cette méthode nécessite 1la mise en ouvr de deux
techniques successives:

- La minéralisation des échantillons: 20mg sont portés a
105°C dans une étuve jusqu'a poids constant; ils sont ensuite

calcinés dans un four a moufle & 530°C jusqu'a 1l'obtention de
cendres blanches.

- Préparation de la solution: les résidus de calcination
sont repris par 5ml d'HCl pur et évaporés a sec sur bain de
sable; le volume est ajusté a 100ml avec de l'eau distillée.

Les oligoéléments sont dosés a des 1longeurs d'ondes
différentes:

- Le calcium 422.7 nm
- le potassium 766.5 nm
- Le magnesium 285,2 nm
- le sodium 589.0 nm

Pour chaque élément une courbe étalon est établie (2 a 10ppm)
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VI.9. ACETOLYSE DES MANNANES

L'acétolyse des mannanes réalisée selon 1la méthode de
KOCOURECK et al. (1969) est basée sur 1le fait que sous des
conditions contrdélées, les liaisons (1—6) peuvent se rompre
sans qu'il y ait rupture des liaisons (1—2) et (1—3) qui sont
plus stables. Par filtration sur gel, les oligosaccharides
obtenus par acétolyse peuvent-étre ensuite séparés selon leur
masse moléculaire.

Les différentes étapes de l1l'acétolyse sont indiquées par
la figure 49.

VI.10. REACTION DE B-ELIMINATION

Cette réaction, effectuée en milieu alcalin, est
généralement employée, pour démontrer l'existence d'une liaison
O-glycosidique avec 1la sérine ou 1la thréonine dans une
glycoprotéine; les liaisons 0- glycosidiques conjuguées avec une
fonction hydroxyle en position 3 d'un groupement carbonyle sont
en effet extrément labiles en milieu alcalin. La rupture de 1la
liaison glycosidique et la déshydratation du composé hydroxyle
s'expliquent par une double induction éléctrophile:

- L'une est provoquée par la polarisation de 1la 1liaison
O-zlycosidique. Elle confére au carbone (3) une charge positive
p/ ctielle permanente;

-L'autre est due a 1'énolisation du groupement carbonyle
en milieu alcalin;

-Les deux effets s'additionnent fragilisant la liaison de
1'hydrogéne sur le carbone ¢, un proton se détache facilement
sous l'action de 1la base, il s'en suit 1la formation d'un
carbanion.

Finalement, la molécule se stabilise par le tranfert d'un
électron de la fonction énol vers le carbanium et du
doublet libre du carbanion vers le carbone porteur d'une charge
électopositive partielle. Cette derniére délocalisation refoule
vers l'oxygéne glycosidique le doublet de la liaison 0 «— C et
provoque la rupture de cette derniére en transformant la sérine
en déhydro-alanine et 1la thréonine en acide 2- amino -2-
buténoique. Ces derniers, en milieu réducteur sont hydrogénés.

Le mécanisme de la réaction de (3- oxydation, a été décrit
par PIGNAN et al., (1974).
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[100mg de mannanes |

+ 5 ml de pyrridine anhydre
+ 5 ml d'anhydride acétique
Chauffage sous reflu pendant 8 h.

|
Evaportion a 50°C

|
|[Residu sirupeux|

+ 5ml d'anhydride acétique.
+ 5 ml de mélange d'acide acétique et
+ 0.5 ml d'acide sulfurique concentré.

Bain d'huile a 40°C pendant 13 h

!

Evaporation sous vide a 50°C.

A
+ 25 ml de chloroforme

+ 5 ml d'eau distillée

Résidu

l Phase aqueuse

Phase chloroformique

Lavage avec 25wl
d'eau distillé

l

l lavage avec 25ml de chloroforme

‘Phases chloroformiques

+ Na
+ Be

S04
zéne

Distillation azéotropique

du benzéne.

l +

Evaporation

+

[ Résidu | +

4

Centrifugation

2ml de méthanol anhydre
méthoxyde de Na (20 gouttes)
Pendant 20 minutes a température
ambiante

Carboglace.

+
Filtration sur biogel P2z

¢
| ACETOLYSATS |

Fig.

et al., 1969)

49: Acétolyse des mannanes (selon KOCOURECK
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Nous avons d'abord déterminé le temps de réaction au cours
d'essais préliminaires effectués sans réducteur.

Une prise d'essai de 1lmg du produit en solution dans 3ml de
NaOH 0.1N est incubé pendant 48 heures a température ambiante.

L'absorbance de la solution est lue a 280 nm; elle permet de
suivre la cinétique de la réaction.

La 3- élimination est ensuite réalisée sur 10 mg de
1'échantillon. On les traite par 100ml d'une solution de NaOH
0.1N en présence de borhydrure de sodium 0.3 M durant 20 heures
selon les conditions décrites par PIGNAN et al. (1974).

Les ions Na' de la solution sont éliminés par passage sur
+
une résine DOWEX 50WX8 forme H (200 a 400 mesh).

Aprés décantation, le surnageant est évaporé a sec, on y
ajoute du méthanol, et par une série d'évaporations successives
en présence de méthanol on élimine l'acide borique sous forme de
borate de méthyle.

VI.1l1l. TITRATION DES PHOSPHOPEPTIDOMANNANES (PPM)

Elle a été réalisée selon la méthode de OKUBO et al., (1981)
modifiée: 30mg de phosphapept’ domannanes sont dissous dans 50ml
d'eau distillée, puis filtrés sur colonne DOWEX Uf) et élués
avec de 1l'eau distillée. wes filtrats décationisés sont
rassemblés et titrés par de la soude 0.0025N au pH métre.

VI.12. TEST DE PRECIPITATION DES PPM PAR
LA CONCANAVALINE A (CON A)

La réaction de précipitation des PPM de levures floculantes

et non floculantes par la concanavaline A a été réalisée suivant
la méthode de OKUBO et SUZUKI (1978).
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RESULTATS ET DISCUSSION

PREMIERE PARTIE

ETUDE DE LA FLOCULATION DES SOUCHES ("MERES™
REFERENCES: x Y 11630 ET x Y 11631



CHAPITRE M1

CROISSANCE ET FLOCULATION DE K. LAcTIS

INFLUENCE DE FACTEURS NUTRITIONNELS



I. ESSAIS PRELIMINAIRES

Afin de déterminer les conditions optimales de croissance
et de floculation, nous avons étudié le comportement des deux
souches Kluyveromyces lactis haploides, floculante (KLF) et non
floculante (KLNF) vis a vis de différents milieux, couramment
utilisés et qui se distinguent essentiellement par la nature de
la source azotée et de la teneur en calcium.

Les cultures ont été conduites en fioles de 100ml selon les
conditions décrites dans le chapitre matériel et méthodes. Les
courbes de cinétiques de croissance et de variation du
pourcentage de floculation ont été établies pour chaque milieu
de culture.

I.1. CROISSANCE DES SOUCHES K. lIactis EN
FONCTION DU MILIEU DE CULTURE

Les courbes de croissance enregistrées (figures 50, 51, 52
et 53) permettent de mettre en évidence, pour chaque souche une
légére différence de vitesse de croissance selon le milieu.

Par ailleurs, la vitesse de «croissance de 1la souche non
floculante est 1légérement supérieure a celle de 1la souche
floculante quel que soit le milieu de culture. De méme les taux
de croissance calculés varient selon 1le milieu et 1les plus
élevés ‘ont obtenus sur milieux a base de peptone (Tableau 10).

TABLZ,%Y 10: Variation du taux de croissance des souches KLF
et KLNF en fonction du milieu de culture

KLF KLNF

TAUX CROISSANCE = o
u(h™*) u(n™)

MILIEU DE CULTURE

M 0,21 0,26

Mz 0,19 0,22

M 0,28 0,29

M 0,28 0,27

M 0,31 0,31

M 0,24 0,26

]
M7 0,31 0,31

() taux de croissance
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Fig. 50: Cinétique de croissance de K. lactis floculante sur
différents milieux

M1 Milieu Atkin

M2 Milieu Atkin A base de sulfate d'ammonium
M3 Milieu Déinéma

M4 milieu Déinéma a base d'extrait de levure
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Fig. 51: Cinétique de croissance de K.lactis floculante sur

differents milieux.
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M5 Milieu Déinéma a base de peptone
M6 Milieu Déinéma a base de caséine

M7 Milieu de Sabouraud
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Fig. 52: Cinétique de croissance de K.lactis non floculante
sur différents milieux.
M1 Milieu Atkin
M2 Milieu Atkin a base de sulfate d'ammonium
M3 Milieu Déinéma
M4 milieu Déinéma & base d'extrait de levure

1.4 e
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Fig. 53: Cinétique de croissance K. lactis non floculante
sur différents milieux
M5 Milieu Déinéma a base de peptone
M6 Milieu Déinéma a base de caséine
M7 Milieu de Sabouraud

- 100 -



Au cours de la croissance les variations du pH du milieu de
culture (résultats indiqués sur les figures 54 (a et b) et 55
(a et b) montrent une diminution de pH, sensiblement réguliere,
qui passe pratiquement de 5,5 a 4,2 et 4,0 selon 1le milieu,
aprés 72 heures de culture.

Notons que la baisse de pH la plus élevée est enregistrée en
milieu ATKIN & base de sulfate d'ammonium. Les résultats
montrent également que la bHaisse de pH est légérement plus
accentuée chez la levure floculante.

I.2. FLOCULATION DE K, lactis EN FONCTION
DU MILIEU DE CULTURE

La variation du pourcentage de floculation en fonction du
milieu de culture a été suivie au cours de 1la croissance
directement dans le milieu selon la méthode décrite. Nous avons,
d'abord déterminé le temps et 1le pourcentage de floculation
(%FLO) maximum observé pour chaque milieu utilisé. Les résultats
sont rassemblés dans le tableau 11.

TABLEAU 11: Croissance et floculation de K. laciis
en fonction du milieu de culture

KLF FLNF 3
MILIEU DE| SOURCE i (al)| R |T.F.|%FLO " (o')| R |T F|%FLO
CULTURE AZOTEE
M1 caséine 0,21 2,4 24 15 [0,26 2,5 - 0
M (NH ) SO 0,19 2,2| 48 5 10,22 2,3 - 0
2 4 2 4
M, Ext.levure|, 59 15 4] 22 25l0,29 |2,6] ~ | °
M Ext.levure
4 sans CaCl2 0,28 2,7| 18 30 |0,27 2,9 - 0
M
5 Peptone 0,31 2,91 20 50 [{0,31 3,1 - 0
Md caséine 0,24 2,4} 24 20 10,26 2,7 - 0
- M
? Peptone 0,31 3,0} 15 60 (0,31 3,2 - 0
u Taux de croissance (h_i)
R Rendement pondéral maximal en biomasse (g/1)

TF : Temps de floculation (h) (début de floculation)
%FLO: Pourcentage de floculation maximum observé
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Fig. 54: Evolution du pH du milieu de culture au cours de la
croissance de K. lactis floculante sur différents
milieux

- 102 -



5.6

5.4
M1

5.2

" |

a ° M2
4.8
4.6- M3
4.4 ———
4.2 M4
4 ’ ; ; : ; = -+
0O 10 20 30 40 50 60 70 80

TEMPS DE CULTURE (h)
5.6
5.4
M5

5.2

s |

s M6
4.8
4.6 M7
4.4
4.2
4 — .

0 10 20 30 40 50 60 70 80
TEMPS DE CULTURE (h)
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A la lumiére de ces résultats, le temps et le pourcentage
de floculation sont influencés par 1la nature de 1la source
azotée. De plus, les milieux a base de peptone, en particulier
le milieu de sabouraud (M7) sont 1les plus favorables & 1la
floculation de 1la souche potentiellement floculante {(le
pourcentage de floculation maximum est voisin de 60% aprés 48
heures de croissance). Cette observation permet de supposer que
la peptone contiendrait des composés inducteurs de la
floculation. Par ailleurs, la souche désignée KLNF ne flocule
pas quel que soit le milieu de culture. Dans les milieux &4 base
de peptone la floculation apparait en phase exponentielle (aprés
15 heures de croissance dans le cas du milieu de sabouraud).

Nous avons, ensuite, suivi les variations du pourcentage de
floculation en fonction du temps de croissance pour chaque
milieu de culture. Les résultats indiqués sur la figure 56 (a et
b) permettent de faire les observations suivantes:

- La floculation se manifeste en phase exponentielle,et
le pourcentage de floculation augmente pour atteindre une valeur
maximale, aprés 48 heures de croissance (phase stationnaire).

- Aprés 48 heures de croissance, le pourcentage de
floculation baisse de fagon plus at moins prononcée selon le
milieu de culture.

~ Lorsque la baisse de 1'intensité de 1la floculation
apparait en phase stationnaire,elle s'explique par des phénoménes

d'autolyse des cellules et d'inhibition de charges &4 1la surface
cellulaire.

- De telles observations ont été faites par certains
auteurs pour d'autres levures,en particulier BAJPAI et MARGARITIS
{1986) qui notent une diminution de l'intensité de la floculation
de Kluyveromyces marxianus en fin de phase exponentielle.
MANGUNWIDJAJA (1988) obtient les mémes effets pour des souches
hybrides de Kluyveromyces lactis haploides. Cependant, une telle
observation n'est pas générale, en effet NISHIHARA et al., (1976)
ont constaté que S. cerevisiae commence & floculer pendant la
phase exponentielle puis s'intensifie en fin de cette phase.
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II. INFLUENCE QUANTITATIVE ET QUALITATIVE DES FACTEURS
NUTRITIONNELS SUR LA CROISSANCE ET LA FLOCULATION
DE K. Lactis

Dans de nombreux cas, il a été constaté que toute variation
qualitative ou quantitative des éléments du milieu de culture,
peut affecter 1la croissance et la formation d'agrégats
cellulaires des levures (AMRI et al., 1982).

Les essais préliminaires nous ont conduits a4 retenir pour
la suite de notre étude 1le milieu de type sabouraud plus
favorable a la croissance et la floculation. Ces mémes essais
ont permis de mettre en évidence 1l'influence de la nature azotée
sur la croissance, le temps et le pourcentage de floculation.

Nous avons alors étudié 1'effet de 1la concentration en
éléments azotés, carbonés et minéraux du milieu de culture, sur
la croissance et la floculation des deux souches K. lactis.

Les cultures sont conduites en fioles de 100ml contenant 20
ml de milieu et maintenues a 25°C sous agitation magnétique.

I1.1. INFLUENCE DE LA SOURCE AZOTEE

L'effet de la source azotée a été étudié en milieu de type
sabouraud. Nous avons utilisé successivement 1la peptone, 1la
caséine, 1l'extrait de levure et le sulfate d'am oniuvm; en

.

faisant varier leurs concentrations de 0,1% a 5% (P/V

Les courbes de croissance (figures 57, 58, 59 et 60)
montrent que le développement des deux souches en fonction de la
concentration d'une méme source azotée est analogue. Cependant
elles mettent en évidence dans tous les <cas une concentration
optimale correspondant aux valeurs maximales de croissance et de
floculation. Cette concentration optimale varie légérement selon
la source azotée: elle se situe dans l'intervalle de 0,4% a 2%
{P/V) pour la peptone, la caseine et le sulfate d'ammonium et de
3% (P/V) pour l'extrait de levure. Ces mémes courbes indiquent,
par ailleurs, que le taux de croissance et le pourcentage de
floculation baissent pour des concentrations supérieures a 3%
(P/V). Cette baisse est plus ou moins prononcée selon la nature

de la source azotée.

Signalons, en outre, que la souche floculante est plus
sensible aux variations de 1la concentration en sulfate
d'ammonium. En effet, 1la souche ne flocule plus pour une
concentration en sulfate d!'ammonium supérieure a 0,5 % (P/V).

Les mémes résultats montrent également que la souche KLNF
ne flocule pas quelles que soient la nature et la concentration
de 1la source azotée.
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I1.2., INFLUENCE DE LA SOURCE CARBONEE

La croissance et la floculation ont été étudiées en milieu
de type sabouraud dans lequel 1la source de carbone a été
modifiée en remplacant le glucose par le mannose, le galactose
et le lactose; et en faisant varier la concentration de chaque
sucre de 0,1% a 5% (P/V).

Les deux souches se développent dans tous les milieux quelle
que soit la nature de la source carbonée (figures 61, 62, 63 et
64).

Le taux de croissance de KLF et KLNF est maximal pour des
concentrations comprises entre 0,1% et 2% (P/V) d'une maniére
générale. Ce taux baisse, dans tous 1les cas, lorsque les

S

concentrations sont supérieures a 2% (P/V).

Quand les souches sont cultivées en milieu de sabouraud a
base de galactose, la croissance de la souche floculante est
ralentie pour des concentrations supérieures a 1% (P/V) alors
que celle de la souche non floculante n'est pas affectée.

La floculation est dépendante de la concentration et de 1la
nature du sucre utilisé. Ainsi lorsque le milieu est a base de
glucose et de mannose, nous observons une augmentation de
1'intensité de floculation pcur de faibles concentrations, pour
atteindre une valeur maximal qui correspond a 1% et 2% de
sucre respectivement. Pour une concentration de 0,1% 1a
floculation est pratiquement nulle (figures 61 et 62) de méme
une concentration supérieure a 2% entraine une diminution
relativement accentuée de la floculation dans le milieu a Dbase
de glucose (soit une baisse d'environ 30%).

Lorsqu'on remplace le glucose dans le milieu de culture par
le galactose, la floculation est pratiquement nulle dés que 1la
concentration atteint 0,25 %. La croissance des 2 souches n'est
pas affectée par des concentrations de 1l'ordre de 1% .Cependant
pour des concentrations supérieures, la croissance de la souche
floculante est ralentie; en effet on note une baisse du taux de
croissance d'environ 0,13 quand 1la concentraion en galactose
passe de 1% a 4% . La sensiblité de 1la souche floculante au
galactose, peut s'expliquer par des phénoménes d'inhibition liés
a4 la biologie de la souche ou a une assimilation partielle de ce
sucre par la souche. Cette derniére hypothése semble 1la plus
probable puisqu'en milieu lactosé on note une baisse du taux de
croissance et du pourcentage de floculation de cette souche, ce
qui laisse suggérer que la souche floculante, en présence du
lactose assimile une partie du galactose issu de 1'hydrolyse du
lactose et une partie est libérée dans le milieu de culture.
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II1.3. INFLUENCE DE LA CONCENTRATION EN ELEMENTS
MINERAUX SUR LA CROISSANCE ET LA FLOCULATION

Certains éléments minéraux sont cités comme inducteurs ou
inhibiteurs de la floculation, quoique leur effet soit fortement
influencé par la présence ou 1l'absence d'autres éléments du
milieu de culture.

Nous avons étudié l'effet de certains éléments en modulant
leur teneur dans le milieu de sabouraud (a4 base de peptone et de
glucose), aux concentrations optimales déterminées précédemment.

Les différents éléments sont ajoutés au milieu de culture
séparément, sous forme de chlorure, a des teneurs allant de 0,1
a 4 m M.

Pour chaque élément, nous évaluons son effet en suivant 1la
cinétique de croissance et en déterminant le pourcentage de
floculation aprés 48 heures de culture.

II 3.1. EFFET DU CALCIUM

L'addition de calcium dans le milieu de culture entraine une
augentation de 1la croissance (figure 65); toutefois cette
auf 1entation est faible comparativement a4 celle observée pour
G'autres levures, LOTON et al., (1976) pour Saccharomyces
uvarum; KOVAC (1985) pour  Saccharomyces  cerevisiae et
MANGUNWIDJAJA (1988) pour les souches K, lactis haploides. Ces
auteurs ont constaté que l'addition de calcium dans le milieu de
culture permet de multiplier par 2 ou 3 la vitesse de croissance
des levures.

Bien que la floculation apparaisse lorsque le milieu de
culture contient une teneur en calcium minimale de 0,07 mM, une
augmentation de 1'intensité de floculation d'environ 20% est
observée quand cette concentration passe a4 1lm M .Cependant les
résultats montrent qu'un exces de cet élément diminue la
floculation (figure 65).

II1.3.2 INFLUENCE DU RAPPORT CJH/ K
Afin de mettre en évidence l'action antagoniste éventuelle

. + + y ; , 3 :
des ions ca et K, ces deux éléments sont ajoutés simultanément
au milieu de culture a des concentrations variables.
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Le potassium n'intervient pas directement dans le phénoméne
de floculation, mais sa présence dans le milieu de culture est
indispensable a 1'assimilation du glucose; le calcium, au
contraire joue un rbdle direct, comme activateur, en induisant un

changement dans 1les structures impliquées, favorable a 1la

formation d'agrégats cellulaires.

D'aprés les résultats indiqués dans 1le tableau 12, 1la
croissance et la flocu%Ptigp sont peu influencées par les
variations du rapport Ca / K . Ces résultats ne concordent pas
avec ceux obtenus pour Saccharomyces uvarum par AMRI et al.,
(1979). Selon ces auteurs, ce rapport serait déterminant pour
l'expression de la floculation de cette levure.
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TABLEAU 12: Variation du taux de croissance et du pourcentage de
flocukation de X. lactis en fonction du rapport
Ca2+/K dans le milieu de culture

2+
Ca oM o |0,1 0.1 |0,5 {1,0 |1,0 | O
K o |0 0,1 |1,5 |Z2,0 | 3,0 |5,0
LEVURES

KLF |p(h !)|o0,30|0,30|0,30]0,30|0,29| 0,28|0,28

% FLO{50,6(55,5[57,4(60,4|55,8{ 55,7150,2

CLNEF u(h~*)lo,31/0,31|0,31|0,31]0,30] 0,29|0,29

% FLO} 0,0{ 0,0}0,0 0,0| 0,0y 0,0 0,0

I1.3.3. EFFET DU MAGNESIUM ET DU MANGANESE

Ces éléments ont é&té ~ecornus indispensables a la
croissance des levures. Le mag ésium, en particulier, intervient
dans la biosynthése de facteurs responsables de 1a floculation
et qu'une concentration de 50 ppm est nécessaire dans le milieu
de culture (SALTUKOGLU et SLAUGHTER, 1983; WALKER et DUFFUS,
1980).

Dans nos conditions expérimentales l'addition de Mg2+ et
an+ ne semble pas affecter 1la croissance et la floculation
(figures 66 et 67); ceci laisse supposer que la peptone
contiendrait ces deux éléments a des concentrations suffisantes
pour la croissance et 1l'expression de 1la floculation de K,

lactis,

I1.3.4. EFFET DU BARYUM ET DU STRONTIUM

Les résultats obtenus montrent gque le baryum affecte 1la
croissance, en particulier de 1la souche floculante, et 1la
floculatoin diminue pour des concentrations supérieures a 0,25
mM. La floculation est totalement inhibée par cet élément par
addition de 1mM dans le milieu de culture (Figure 68).
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Fig. 68: Variation du taux de croissance (12 et du pourcentage
de floculation (% FLO) de K, lactis floculante et non
floculante en fonction de la concentration en baryum
dans le milieu de culture

En revanche, le strontium inhibe totalement 1la floculation
a une concentration de 0,5 mM. A partir de cette concentration,
la croissance des 2 deux souches diminue. Le taux de croissance
passe de 0,3 a 0,294 et 0,285 respectivement pour KLF et KLNF

(figure 69).

Par ailleurs, l'effet du strontium sur la floculation est
plus prononcé que celui du baryum.

L'effet inhibiteur sur 1la floculation du baryum et du
strontium a été signalé par certains auteurs en particulier
TAYLOR et ORTON (1973) et NISHIHARA et al., (1982).
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floculante en fonction de la concentration en strontium
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III. DI S CUSSION

Les éléments nutritifs du milieu ont une influence sur la
floculation des levures; c'est pourquoi dans nos essais
préliminaires, 7 milieux se différenciant par leur source azotée
et la teneur en calcium, ont été testés.

D'aprés les résultats obtenus, les deux souches floculante
ou non floculante se développent dans tous les milieux. En
revanche la floculation maximale est observée sur les milieux de

culture a base de peptone. Le milieu type sabouraud s'est avéré
le plus favorable.

L'incidence de la source azotée sur la floculation a fait
l'objet de nombreuses controverses. Selon certains auteurs
(BAKER et KIRSOP, 1972; STEWART et al., 1973) 1les protéines
et/ou les peptides présents dans le milieu de culture seraient
des inducteurs de la floculation de certaines souches.
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Lorsqu'on fait varier la concentration de la source azotée,
il apparait dans tous les cas une concentration pour laquelle la
croissance et la floculation atteignent des valeurs maximales,
mais au dela de cette concentration les éléments azotés altérent
la floculation. En effet, le sulfate d'ammonium, par exemple,
inhibe totalement la floculation pour une concentration de 3%
(P/V); cette observation est en accord avec 1les résultats de
MILL (1964a) qui constate que les sels d'ammonium retardent la
floculation quand ils sont en excés dans le milieu de culture.

Dt'aprés cet auteur, les variations du pouvoir floculant
seraient dues 3 des modifications de structure chimique des
parois; en effet,dans ces conditions, des processus métaboliques
de la levure sont affectés par les facteurs nutritionnels.

L'influence de la source carbonée se manifeste sur 1la
croissance et la floculation tant du point de vue qualitatif que
quantitatif. Le galactose se révele étre un inhibiteur de 1la
floculation et 1la croissance de 1la souche floculante est
ralentie pour des concentrations supérieures a 1% (P/V). La
sensibilité de 1la souche floculante au galactose peut
s'expliquer par une assimilation partielle de ce sucre; puis-
qu'en milieu lactosé on note une baisse du taux de croissance et
du pourcentage de floculation de cette souche, ce qui laisse
supposer que la souche floculante, en présence du lactose libére
du galactose non assimilé dans le milieu de culture.

Lorsque la t¢ .e'r en sucre varie dans le milieu, on observe
une concentration minimale nécessaire a la floculation et une
concentration au dela de laquelle 1la croissance et la
floculation diminuent.

Les travaux relatifs au rbéle qualitatif et quantitatif des
sucres sont divergents; ainsi, si KRABBE (1966) et KIRSOP (1974)

montraient qu'un modt enrichi en glucose entrainait une
floculation moins intense; NISHIHARA et al., (1976b) quant a
eux, constataient que 1le glucose était indispensable a

l1'induction de la floculation.

Selon AMRI et al., {(1979) des concentrations en glucose
inférieures a 5% dans 1le milieu de culture accélérait 1la
floculation de Saccharomyces wvarum. Ces résultats ont été
confirmés par KAMADA et MURATA (1984b) pour Saccharomyces

cerevisiae.
De nombreux travaux ont mis en évidence, par ailleurs,

l'importance des éléments minéraux dans le phénoméne de
floculation des levures.
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Dans nos conditions expérimentales, nous observons une
faible sensibilité de la souche floculante et non floculante vis
a vis des variations de la concentration en calcium. Une
concentration de 0,07 mM est suffisante pour induire la
floculation; cependant 1lorsqu'on augmente la teneur en cet
élément de 0,1 a 1 mM, on constate une augmentation de 1la
floculation de 15 a 20%, mais la croissance des deux souches
n'est pas affectée.

5y , + . 2+ =
L'addition d'ion K simultanément avec Ca n'entraine pas
de variations significatives de 1la croissance et de la
floculation..

L'addition de magnésium et de manganése dans le milieu de
culture n'a pas d'effet sur la croissance et la floculation. En
revanche, 1'addition du baryum et strontium inhibe la
floculation pour des teneurs supérieures a 1mM et 0, 5mM
respectivement. Ces deux éléments ont été, en effet, décrits
comme de puissants antagonistes du calcium et inhibiteurs de 1la
floculation (TAYLOR et ORTON, 1973); NISHIHARA et al., 1983). En
dépit de nombreux travaux relatifs a4 1'influence des éléments
minéraux leur mode d'action reste A préciser pour chaque cas de

floculation.
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CHAPITRE v

ISOLEMENT ET ETUDE COMPAREE DE LA COMPOSITION
CHIMIQUE DES PAROIS DE K. LacTis FLOCULANTE
ET NON FLOCULANTE:

INFLUENCE DE LA PHASE DE CROISSANC



CHAPITRE IV

ETUDE DE LA STABILITE DES AGREGATS
CELLULAIRES DE K. LacTis
INFLUENCE DES TRAITEMENTS PHYSICO-CHIMIQUES
ET ENZYMATIQUES



I.INTRODUCTION

Comme nous l'avons vu, la floculation des levures est sous
la dépendance de nombreux paramétres qui peuvent étre de nature
génétique ou liés au milieu et a 1l'environnement dans lequel se
développent 1les levures (ESSER et KUES, 1983; ROSE, 1984;
CALLEJA 1984). De plus les nombreuses recherches ont montré que
1l'expression des potentialités génétiques est modulée par des
facteurs nutritionnels et physico-chimiques de l1l'environnement.

Les résultats obtenus dans le chapitre précédent mettent
en évidence 1'incidence des facteurs nutritionnels sur 1la
croissance et la floculation de K, laoctis. Lorsque la flocula-
tion se produit, des facteurs physico-chimiques peuvent
affecter 1la stabilité des agrégats cellulaires formés; il
s'agit entre autres facteurs, du pH, de la température ou de
l'addition de certains agents chimiques dans le milieu. Des
travaux récents montrent que des cellules floculantes soumises
a4 des traitements enzymatiques perdent leur propriété de
floculer (HODGSON et al., 1985).

Afin de vérifier 1les observations faites pour d'autres
levures nous avons étudié 1'influence de facteurs physiques et
chimiques sur la stabilité des agrégats cellulaires de K, lactis.

Pour cela, aprés croissance et floculation, 1les levures
sont réco tées par centrifugation, lavées a 1'EDTA puis a 1l'eau
distillée. Elles sont ensuite remises en suspension dans le
milieu de culture ou dans 1le tampon acétate de Helm (pH 4.5)
en présence de CaClz.

Les effets sont suivis en mesurant le pourcentage de flo-
culation comme décrit dans le chapitre matériel et méthodes.

II. INFLUENCE DES FACTEURS PYSICO-CHIMIQUES
SUR LA STABILITE DES AGREGATS CELLULAIRES

II.1. INFLUENCE DU pH

Aprés 48 heures de croissance le pH du milieu est voisin
de 4. lorsque par addition de HC1l 0.1N ou de NaOH 0.1N on modi-
fie le pH du milieu 1la floculation maximale se situe entre pH
4.5 et 5.5 (figure 70).
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Fig. 70: Influence du pH sur la stabilité des agrégats
cellulaires de K, lactis en milieu de culture
(M.C.) et en tampon acétate de Helm (T.A.H.)

Aux pH inférieurs 3 ou supérieurs a 8 le pourcentage de
floculation diminue et s'annule pour des valeurs égales a 2 et a
9. Les courbes de variation de la floculation en milieu de
culture et en tampon acétate sont similaires.

II.2. INFLUENCE DE LA TEMPERATURE

L'effet de 1la température sur la stabilité des agrégats
cellulaires a été étudié en présence du milieu de culture et du
tampon acétate de Helm. Pour cela, 10ml de suspension de levures
sont soumis A des températures variables allant de 30°C a 100°C,
pour des temps de 1 a 10 minutes.

Les résultats sont illustrés par les figures 71 et 72. A
PH 4.5, nous observons une variation du pourcentage de flocula-
tion en fonction de 1la température. Ainsi, jusqu'a 40°C le
pourcentage de floculation n'est pas modifié, aussi bien en
milieu de culture qu'en tampon acétate de Helm. A 50°C, pendant
10 minutes on note une défloculation partielle de 10 a 20 %
respectivement pour les levures en suspension dans le milieu de

culture et dans le tampon acétate de Helm.
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A 60°C pendant 10 minutes la défloculation est totale
dans les deux milieux, elle est cependant réversible lorsque
les cel lules sont remises a 25°C. A 70°C il se produit une
déflocula tion irréversible pour le méme temps d'exposition
(tableau 13).

TABLEAU 13: Effet de la températeure sur la stabilité
des agrégats cellulaires de K. lactis
(aprés 10 minutes d'exposition)

Température ML e Nature de
(°C) %FLO % FLO L'effet
30 50 40 =
40 50 38 =
50 38 20 *

60 0 0 R
70 0 0 IR
80 0 0 IR
90 0 0 IR
100 0 0 IR

(-): effet négatif R :réversible
(t): effet parttiel IR :irréversible

Par ailleurs, lorsque des levures floculantes sont intro
duites dans un milieu de culture préalablement chauffé a 70°C
pendant 10 minutes, elles floculent. En revanche, lorsque les
levures floculantes sont traitées de 1la méme facon puis
réintroduites dans le milieu de culture elles ne floculent pas;
ceci laisse suggérer que les structures responsables de 1la
floculation sont localisées 4 1la surface des cellules et
détruites par ce traitement. Il n'y a apparamment pas de
composés thermolabiles dans le milieu intervenant sur la
floculation.

I1.3. INFLUENCE "DIRECTE" DES IONS METALLIQUES
II1.3.1. INFLUENCE DES IONS CALCIUM
L'influence "directe" des ions calcium a été étudiée en
ajoutant des quantités variables (de 0 a8 7 mM) de calcium
(CaClz) dans le milieu de floculation. Les résultats rapportés

sur la figure 73,montre qu'en tampon acétate la floculation est
trés influencée par la concentration en calcium.
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Fig. 73: Effet "direct”" des ions calcium sur la floculation
de K, lactis en milieu de culture (MC) et en
Tampon acétate de Helm (TAH) (pH 4.5).

Ainsi pour des concentrations inférieures 48 1mM la flocu-
lation est trés faible en tampon acétate; la valeur maximale est
obtenue pour des concentrations comprises entre 3mM et 4mM. en
revanche pour ces mémes concentrations le pourcentage de flocu-
lation en milieu de culture n'augmente que faiblement (environ
10%). Pour des concentrations supérieures a4 4mM, nous observons
un effet inhibiteur du calcium, plus prononcé en tampon acétate.

II.3.2. INFLUENCE DU RAPPORT Ca’'/ k'

Lorsque les ions calcium et potassium sont apportés simul-
tanément dans les milieux de floculation, les levures floculent
quel que soit le rapport Ca?+/K+en milieu de culturej;la valeur
maximale est obtenue pour 0.5mM de Camyl.OmM de K+(tab1eau 14).
En absence de calcium et pour une concentration de 5mM de K+,en
milieu de culture, le poucentage de floculation n'est pas modi-
fié par rapport au temoin ca“’ 0

( = ).




TABLEAU 14 : Effet direct des ions €& et'K sur la
floculation de K. lactis

(mM) c 2+
: 0 0.1 0.1 0.5 3 i 0
Milieux 0 0 0.1 1.0 2.0 | 3.0 | 5.0
de mesure
M.C 50.75| 50.80| 50.80| 58.7 | 55.8 |55.8 |50.50
T.A.H 0.0 | 10.45| 10.50| 20.30| 36.8 |40.70]| 0.0
MC : milieu de culture

TAH : Tampon acétate de Helm (pH4.5)

(Résultats exprimés en % de floculation)

Cependant,en tampon acétate de Helm (pH 4.5) 1la
floculation est nulle en absence de calcium quelle que soit la
concentration en K.Dans ce cas le poucentage de floculation le
pPlus élevé correspond au rapport de Caz7 K égal a 1/3.

D'aprés ces résultats c'est la concentration en calcium
qui influe directement la stabilité des agrégats de K, lactis.

II.3.3. INFLUENCE DIRECTE DES IONS STRONTIUM (SrZ')

Nous avons constaté (Chapitre III) que l'addition de
strontium dans le milieu de culture au cours de la croissance
inhibe la floculation et affecte la croissance pour des con-
centrations supérieures a 0,5mM. L'effet direct de cet élément
a été testé sur des levures aprés floculation.

Aprés 48 heures de croissance en milieu de sabouraud le

pourcentage de floculation est de 50% ; les levures sont
récupérées par centrifugation, lavées a 1'EDTA puis & 1l'eau
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distillée et remises en suspension dans le milieu de culture ou
dans le tampon acétate (pH 4.5), contenant des concentrations
en SrClz vriables. La figure 74 montre que 1'addition de 0.3mM
et 0.5mM respectivement dans le tampon acétate de Helm et dans
le milieu de culture inhibe complétement 1la floculation. Il

semble donc que le strontjium ait un effet a la fois "direct" et
"indirect".

60

501 %FLO(MC)

404 —
“%FLO(TAH)

30
201

101

% DE FLOCULATION

00 01 0.2 03 04 05 0.6
CONCENTRATION EN STRONTIUM (mM)

Fig. 74: Effet "direct'" des ions sr**sur 1la floculation de
K, lactis en milieu de culture (MC) et Tampon
acétate de Helm (TAH) (pH 4.5) en présence de CaClz

I1.3.4. INFLUENCE DIRECTE DES IONS BARYUM (Ba’')

Le baryum comme le strontium a été cité comme antagoniste
des ions calcium. l'effet défloculant des ions BamEur les agré-
gats cellulaires de K, lactis est observé dés une concentration
de 0.1mM (figure 75).

Pour une concentration de 0.4 mM le poucentage de flo-

culation n'est plus que de 10% et 5% pour les levures dans le
milieu de culture et dans le tampon acétate. Selon ces mémes
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résultats l'effet dispersif des ions Ba2+est+p1us prononcé en
tampon acétate. Comparativement, les ions Sr sont plus actifs
que les ions Ba
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CONCENTRATION EN BARYUM (mM)

Fig. 75: Effet "direct" des ions Ba2+ sur la floculation
de K. lactis, en milieu de culture (MC) et en
tampon acétate de Helm (TAH) (pH 4.5) en présence
de CaClz
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I1.3.5. INFLUENCE "DIRECTE" DES IONS POTASSIUM (K)
ET SODIUM (Na')

C'est STEWART et GORIN (1976) qui ont montré que les ions
Na'et K se comportent comme des inducteurs de la floculation 3
de faibles concentrations mais comme des inhibiteurs a de fortes
concentrations.

En faisant varier la concentration de ces ions dans le
milieu de floculation par addition de KCl1 ou de NaCl, il
apparait que l'effet inhibiteur de Na'est plus prononcé que
celui de K (figures 76 et 77). En effet pour une méme
concentration (soit 10mM) la baisse du poucentage de floculation
est respectivemgnt qE 25 et 10% en milieu de culture et tampon
acétate pour Na et K. Cette baisse est moins prononcée en
milieu de culture.

II.3.6. INFLUENCE "DIRECTE" DES IONS Mg2+ ET Mn2+

L'effet des ions Mgz*et Mn?* sur la stabilité des agrégats
cellulaires a été évalué en faisant varier leurs concentrations
de 0,1 a2 10mM dans le milieu de floculation. _le; résultats
indiquent qu’en milieu de culture (présence de Ca +f ces ions
n'ont pratiquement aucun effet sur les agrégats cellulaires pour
des concentrations inférieures a 5mM. Aux concentrations
supérieures, nous observons un effet dispersif (figure 78).
lorsque les levures en état de floculation sont remises en
suspension dans le tamgpn acétate de Helm (pH 4,5, en absence de
calcium, les ions Mn n'induisent pas de floculation, en
revanche les ions Mg,z+ entrainent, dans les mémes conditions,
une agrégation des cellules dont 1'intensité maximale est
obtenue pour une concentration de 2mM (figure 77bis). Ces
résultats montrent clairement que seuls les ions Mg+ peuvent se
substituer partiellement aux ions calcium; cette observation a
été faite, par ailleurs, pour d'autres souches de levures
floculantes( (MANGUNWIDJAJA, 1988).
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acétate de Helm (TAH) (pH 4,5) en présence de CaClgz
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Fig. 77: Effet "direct" des ions Na' Sur la floculation de
K, lactis en milieu de culture (MC) et en tampon
acétate de Helm (TAH), (pH 4,5 ) en présence de CaClz
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II.4. INFLUENCE DE COMPOSES GLUCIDIQUES

Les oses, monosaccharides en particulier, ont une action
"sur la stabilité des levures au cours de la floculation. Suivant
les levures et sa nature, le sucre.a-.un effet spécifique.

Les résultats illustrés sur les figures 78 et 79 attestent
que les agrégats de K. lactis sont dispersés particuliérement par
le galactose et le fucose. Ils indiquent également que seules
les strucures glucidiques ayant un groupement galactose du coéte
terminal non réducteur, se comportent comme des inhibiteurs dont
lteffet est plus ou moins important (Tableau 15).

Ces résultats concordent avec ceux obtenus sur d'autres
levures Kluyveromyces par d'autres auteurs (HUSSAIN, 1983;
AL MAHMOOD, 1987; MANGUNWIDJAJA, 1988). Rappelons par ailleurs
que poﬁf les levures du genre Saccharomyces ce sont surtout le
mannose et dérivés qui sont actifs (SAHLI, 1986).

I1.5. INFLUENCE D'AGENTS CHIMIQUES

De nombreux agents chimiques ont été décrits comme agents
dispersifs d'agrégats cellulaires de levures. Ces agen .s
provoquent des modifications de structure des protéir :s
pariétales. Leur action dépend des souches de 1levure et des

conditions expérimentales.

Nous avons testé l'influence de quelques agents chimiques
couramment décrits. Les résultats indiqués dans le tableau 16,
montrent que la quantité nécessaire a 1la défloculation totale

varie selon la nature de l'agent.
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Tableau 15: Classification des oses et dérivés glucidiques
selon leur effet défloculant sur les agrégats de

K.

lactis

ES

Inhibiteurs
X <20mg/ml

Faiblement inhibiteurs
20mg/ml <x< 50mg/ml

Non inhibiteurs
x > 100 mg/ml

D-galactose

D- lactose

D- mannoside

D-fucose

D- Mélibiose

D- glucose

D—galactose
-6~ .phosphate

D- Raffinose

D- glucosamine

métlyl o D-
galactopyra-
nisides

D- Galactosamine

D- mannosamine

O-Nitrophényl
X-D-galacto-
pyraposide

N-Acétyl-D-galactosamine

D-glucose-6-
phosphate

P-Nitrophényl
D-Galactopy-
ranoside

L- Ara)inose

MétylB -D-galactopyra

noside.

X = quantité en mg/ml nécéssaire pour

une

défloculation totale
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Tableau 16: Effet d'agents chimiques sur la stabilité
des agrégats cellulaires de K. lactis

MILIEUX DE

FLOCULATION MILIEU DE,.CULTURE TAMPON ACETATE

AGENTS ‘
Thiodiglycol (V/v) 7.5 6.5
Acide thiodiglyco- 4.6 . 3.4
lique (V/Vv)
Ethylglycol (V/v) 10 10
Mercapto. éthanol 8.0 7.1
(V/v)
Urée: (M) 5.7 4.8
Formamide(V/v) 15.3 10.1
Anhydride succinique 4.0

3.2

(M)
Carbidimide (M) 5.1 2.8
Chlorydrate de
guanidine (M) 2.1 1.5

(Rés ltats exprimés en quantité nécessaire a une
dispersion totale)

Par ailleurs, la cinétique de défloculation par 1'urée le
formanide et 1'éthylgycol a été suivie en ajoutant a des
suspensions de levures des quantités croissantes. Dans le cas du
formamide, des solutions de KC1l 0.1M ou NaCl O0.1M ont été
additionée simultanément aux suspensions de levures. Les figures
80, 81 et 82 indiquent les résultats qui permettent de faire les
observations suivantes:

- L'urée déflocule totalement les levures pour des
concentrations supérieures a 4 M; ces concentrations varient
légérement selon que les levures soient en suspension dans le
milieu de culture ou en tampon acétate de Helm.
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Fig. 80: Variation du pourcentage de floculation (% FLO) de K.
lactis en fonction de la concentration en urée dans
le milieu de culture (MC) et dans le tampon acétate
de Helm (TAH)

- Le formamide a un effet dispersif a partir de 6%.
Toutefois 1la dispersion totale est observée pour des
concentrations supérieures a 15%. L'action défloculante du
formamide est faiblement inhibée par addition de NaCl O0,1M ou
KCl 0.1M (fig 81).

II1.6. ACTION D'ENZYMES PROTEOLYTIQUES

L'action des enzymes sur 1le comportement floculant des
levures est attribuée 4 1la nature des protéines pariétales
spécifiques selon le type de génes qui gouverne la floculation
(HODGSON et al., 1985).

Des cellules de levures floculantes ont été traitées par la
pronase, la trypsine, 1la chymotrypsine et la pepsine. La
cinétique d'action de ces enzymes a été suivie en évaluant le
pourcentage de floculation.la figure 83 montre que le traitement
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enzymatique entraine une perte ou une forte baisse du pouvoir
floculant. Cependant, pour un méme temps d'action la diminution
de la floculation dépend du type d'enzymes.

Dans nos conditions expérimentales la pronase est plus
active. Nos résultats concordent, dans une certaine mesure, avec
ceux de HODGSON et:.al., (1985) qui ont étudié 1l'influence d'un
traitement enzymatique et thermique sur le pouvoir floculant de
Saccharomyces cerevisige. Selon ces auteurs les effets de tels
traitements dépendent du type de génes qui gouvernent
l'expression de 1la floculation (FLOl1l et FLO5). Ainsi le
caractére floculant gouverné par le géne FLO1l est affecté par un
traitement enzymatique (chymotrypsine) mais stable vis des
traitements thermiques; en revanche, lorsque l'expression
phénotypique de la floculation est gouvernée par le géne FLOS,
elle est inhibée par la chymotrypsine et stable vis a vis de 1la

chaleur..

I1 apparait donc que 1l'expression phénotypique de la
floculation gouvernée par ces deux génes distincts selon
JOHNSTON et READER, (1983), conduit a 1'élaboration, par 1la
cellule de différentes protéines pariétales au moment de 1la
floculation, selon le type de géne.

Toutefois, ces auteurs indiquent que 1l'action simultanée
des 2 génes FLOl1l et FLO5 est possible notamment chez des levures
haploides floculantes.

D'aprés ces hypothéses, chez .es levures K. lactis haploides
l'expression phénotypique de la floculation serait
vrai.semblablement gouvernée par le géne type FLOl1l puisque les
cellules floculantes de K, lactis perdent leur pouvoir floculant
lorsqu'elles sont traitées par des protéases et par la chaleur.

I1.7. EFFET DE LA REGENERATION DES PAROIS

Les protoplastes constituent un matériel de choix pour
1*étude de la synthése des parois cellulaires. 1ILs fournissent
un systéme expérimental simple pour examiner la relation entre
la composition de la paroi et les changements morphogénétiques
qui ont lieu et qui peuvent étre associés avec 1les changements
dans le modéle ou 1'équilibre de synthése des polyméres {REYSSET

et al., 1987).

Ainsi pour tenter de mettre en évidence la relation possible
entre la floculation cellulaire et 1la biosynthése de la
structure pariétale susceptible d'induire 1la floculation nous
avons traité les cellules de K, lactis par la cytohélicase.
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Fig. 83: Influence de traitement enzymatique sur la stabilité
des agrégats cellulaires de K, lactis

Aprés régénérati mn, les cellules sont remises en suspension
dans le milieu favoi tble a4 1la floculation nous avons, alors,
évalué leur aptitude a la floculation et a la cofloculation.

A la lumiére des résultats obtenus (Tableau 17) nous
pouvons retenir:

- La production de protoplastes est influencée par divers
facteurs notamment 1l'dge des cellules et 1le mode d'obtention.
Cette observation a été faite par de nombreux auteurs (TEMEYER,
1987; OTIS et DAY 1987; BOURNE et DANCER, 1987).

- Les souches floculantes présentent une résistance a
l'attaque enzymatique par rapport aux souches non floculantes,
ce qui laisse supposer que des structures particuliéres sont
élaborées par les parois au moment de la floculation.

- Aprés régénération, seule les souches initialement
floculantes s'agrégent et refloculent. Nous n'observons pas par
ailleurs, de cofloculation contrairement a ce qui est rapporté
pour d'autres levures (NISHIHARA et al., 1987).
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Au cours de cette expérience nous avons constaté qu'un
traitement préalable des cellules au dithiotréitol, accelére 1la
production de protoplastes par l'attaque enzymatique; cependant
les protoplastes ainsi obtenus régénérent lentement et de
maniére inachevée, ce qui serait di vraisemblablement a4 des
perturbations dans la biosynthése” de 1la nouvelle paroi. En
effet, les cellules régénérées a partir de protoplastes de
cellules non traitées au dithiotréitol se développent et
floculent en reproduisant les caractéres des souches " méres";
en revanche les cellules régénérées apreés traitement au
dithiotréitol ne floculent pas.

TABLEAU 17 : Régénération des parois et floculation des
cellules régénérées en milieu liquide et solide

MRL MRS
Sans 03012 Avec CaCl2 Sans CaCl2 Avec CaCl2
T.I.M 20 20 10 10
T.R 15 15 25 25
RLE a/ + + + +
= b/ + + + +
T.I.M 10 15 5 5
KLNF
T.R 30 30 45 45
a/ - - - B
F
b/ - - - -
Coflocula- N N N N
tion
MRS : Milieu de régénération solide
MRL : Milieu de régénération liquide
TIM : Temps d'incubation minimum (mn)
TR : Taux de régénération (%)
F : Floculation
(+) : Floculation positive
(-) : Floculation négative
N : Cofloculation négative
(a) : Floculation en milieu de culture
(b) : Floculation en tampon acétate de Helm (PH 4.5)
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Rappelons par ailleurs, que l'assemblage des constituants
pariétaux est fortement influencé par les conditions de culture
(CARBONELL, 1973; KOPECKA et FARKAS, 1979; NECAS et SVOBODA,
1980; ELORZA et al., 1987). Une meilleure régénération est
obtenue en milieu solide (OTIS et DAY 1987) et elle se déroule
en 2 étapes: il se forme d!abord "la couche de glucanes qui
permet l'arrangement ordonné d'autres polyméres tels que les
couplexes mannoprotéiques, en second lieu, les complexes
mannoprotéiques qui constituent 1la matrice amorphe . Selon
certains auteurs l'incorporation des mannoprotéines exige la
formation concomittente de glucanes auxquels se lient
probablement les mannanes (BACON, 1980; ROGERS et PERKINS 1980;
ELORZA et al., 1987).

D'aprés NECAS et SVOBODA (1980) l'assemblage des éléments
pariétaux au cours de la régénération n'est pas sous contrdle
génétique comme chez la cellule "mére". Le signal génétique
contrdlant 1la morphologie spécifique des espéces n'est
opérationnel uniquement chez 1les cellules revertantes mais
lt'expression n'est compléte qu'au bout de 1la 3éme ou 4éme
génération qui devient ainsi identique & celle de 1la souche

"mére"

III. DI SCUSSION

Parmi 1les agents physico-chimiques qui influencent la
stabilité des agrégats cellulaires, le pH et la températv-e ont
été étudiés dans plusieurs cas de levures différentes.

Lorsqu'on fait varier 1le pH du milieu, 1la floculation
maximale est observée dans l'intervalle de pH compris entre 4.5
et 5.5. De tels résultats ont été obtenus pour d'autres levures
(MILL. 1964 (a); PORTER et al., 1965; HUSSAIN, 1983; SALHI,

1986).

En 1953 LINDQUIST a rapporté que 1la floculation des
souches de levures de fermentation basse se produit entre pH 3
et pH 8, tandis que pour les souches de levures de fermentation
haute, la floculation se produit entre pH 3 et pH 6.

Selon TAYLOR et ORTON, (1978) 1l'action de KOH 0.05M pendant
15 minutes, inhibe 1la floculation, alors que HCl 2M a
40°C pendant 15 minutes diminue que faiblement 1la floculation de
la levure Saccharomyces cerevisale,

D'aprés les résultats de HUSSAIN (1983) la floculation des
cellules de Kluyveromyces bulgaricus est stable dans un

-~

intervalle de pH de 3 a8 10 a température ambiante; et lorsque le
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pH est inférieur a 3 ou supérieur a 10, l'agrégation cellulaire ...

est totalement dispersée, alors que l'intensité maximale de 1la
floculation est observée entre pH 4.5 et 6.5.

L'action du pH sur la stabilité des agrégats cellulaires est
souvent expliquée par la rupture des liaisons intercellulaires
ce qui indique que la floculatlon depend en outre, du degré
d'ionisation des groupements a la surface des cellules pour un
pH voisin de 4.5; ceci supppose alors que 1les groupements
carboxyliques sont impliqués; cette hypothése est vérifiée,
notamment, par l'action d'agents estérifiants sur les cellules
floculantes.

Au pH optimal (4.5) on observe une dispersion des agrégats
cellulaires en fonction de la température. Ainsi un traitement a
60°C ‘pendant 10 minutes entraine une défloculation totale;
cependant cette défloculation est réversible. Une défloculation
totale ‘et irréversible est obtenue a 70°C pendant 10 minutes.
L'effet défloculant de la température peut s'expliquer par la
rupture de 1liaisons secondaires notamment les liaisons
hydrogénes qui s'établissent entre les cellules; suite a des
changements conformationnels des peptides pariétaux qui
interviennent dans l'agrégation cellulaire.

D'aprés HODGSON et al., (1985) l'action de 1la température
sur la floculation des levures dépend du calcium et varie selon
la souche. Cette action s'explique par 1la dénaturation des
protéines superficielles de la paroi dont la '"iosynthése serait
liédée a un type de géne (FLO) qui gou: :rne l'expression
phénotypique de 1la floculation. Ainsi, cnez Saccharomyces
cerevisige haploide dont les agrégats cellulaires sont stables a
de hautes températures, la floculation est gouvernée
simultanément par FLO1l et FLO5; ce dernier géne serait
responsable de 1la biosynthése d'une protéine superficielle

thermorésistante.

Les sels minéraux tiennent une place importante dans le
phénoméne de floculation. MILL (1964 et 1966) a été le premier a
proposer que les ions Ca2+ont un effet direct sur la floculation
en formant des ponts ioniques entre deux groupes carboxyliques
(ou phosphates) situés sur la surface des cellules.

D'autres travaux ont montré par la suite que les ions
2+ 2+ . .
Mg~ et Mn pourraient remplacer le calcium cependant
1'1nten31tezde la floculatlon induite est toujours faible alors
+
que ions Ba® et Sr se conduisent comme des inhibiteurs de la
floculation de Saccharomyces cerevisiae.

L'effet "direct'" des ions CaZ+sur la floculation de K,
lactils est plus prononcé en tampon acétate de Helm et faible en
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milieu de culture. De méme le rapport Caz7K+ne - semble pas
déterminant pour la stabilité des agrégats cellulaire de K,
lactis; alors que ce rapport semble moduler 1la floculation de
Saccharomyces uvarum d'aprés AMRI et al., (1982). Par ailleurs,
les travaux de MASSCHELEIN et al., '(1963) et par la suite ceux
de LYONSet HOUGH {1970 et 1971) ont montré que 1les levures
floculantes absorbent des quantités de calcium plus élevées que
les 1levures non floculantes. Selon PORTER et MAc CAULEY (1965)
l'effet du calcium dépend étroitement du pH du milieu de
floculation.

L'addition d'ions Ba2+ et Sr2+ dans le milieu entraine une
défloculation aussi bien en milieu de culture qu'en tampon
acétate de Helm a4 pH 4.5. Ce résultat est obtenu chez d'autres
levures; cependant les doses inhibitrices varient beaucoup d'une
souche; a4 une autre.

Les ions monovalents K et Na+ajoutés dans le milieu de
floculation provoquent une baisse de 1l'intensité de floculation
plus prononcée pour les ions Na' et aux concentrations
relativement élevées; mais ils n'ont pratiquement aucun effet
aux faibles concentrations.

L'action défloculante des sucres fiit observée par BURNS
(1937) losqu'il ajouta du moGt frais & une suspension de levures
floculantes dans un moit fermenté. De nombreux auteurs
entreprirent, par 'a suite, 1'étude de l'action spécifique des
sucres sur la floc .lation. Certains sucres semblent plus actifs
que d'autres dans 1la dispersion des agrégats de levures
floculantes selon la souche. Ainsi, d'aprés nos résultats, les
sucres se comportant comme des inhibiteurs de la floculation des
levures Saccharomyces n'ont aucun effet sur les agrégats de K,
lactis, le méme résultat est observé pour K bulgaricus (HUSSAIN,
1983; AL MAHMOOD,1987). La défloculation par les sucres aurait
pour mécanisme d'action généralement admis, la combinaison de
certaines structures, de nature glycoprotéique,différentes d'une
souche a4 l'autre, en agissant par compétition. Cependant selon
TAYLOR et ORTON (1978) 1l'effet dispersif des sucres pourait
s'expliquer soit par une action directe sur le mécanisme de
floculation (inhibition compétitive des mannanes) ou par
induction d'une réponse physiologique de la cellule. Les travaux
de SHARON (1983) permettent d'admettre que 1l'action des sucres
sur les agrégats cellulaires se ferait selon un mécanisme du
type lectinique. Cette hypothése est vérifiée pour certaines
levures telles que K, bulgarticus. (AL MAHMOOD et al., 1987).

Les sucres dispersant les agrégats cellulaires de K, lactis
ont tous une structure "D-galactose" non réductrice terminale.
Lorsque la fonction alcool primaire est modifiée, 1l'efficacité
dispersive du composé glucidique diminue.
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L'action d'agents chimiques dénaturants 1les structures
superficielles impliquées dans la floculation est irreversible
ce qui laisse supposer que ces structures pariétales sont
détruites par ces traitements. Cette action peut-&tre rapprochée
de l'effet observé 1lorsque les cellules floculantes ont subi un
traitement thermique ou enzymatique entrainant des modifications
ou une extraction;ge ces strﬁctufés' protéiques pariétales; ce
point n'a pas été‘précisé ici.

Par ailleurs, l'action de ces agents sur 1les groupements
ionisables 4 1la surface des cellules participe & 1la dispersion
des agrégats cellulaires. De nombreux travaux relatifs au
blocage de ces groupements, notamment les groupements
carboxyliques ont été réalisés (AMRI et al., 1982; KAMADA et
MURATA, 1984; MANGUNWIDJAJA, 1988). Ces groupements ont pour
role- de maintenir une structure conformationnelle favorable & la
floculation des levures . Leur blocage provoque une baisse ou
une dispersion totale de la floculation, probablement suite 4
des changements de structure stéréochimique des protéines
superficielles de la cellule.

L'effet variable des enzymes protéolytiques observé sur le
comportement floculant est attribué a3 la spécificité d'action de
ces enzymes sur les contituants protéiques pariétaux. Selon
HODGSON et al., (1985) ces protéines pariétales indispensables a
la floculation, dont la biosynthése est gouvernée par le géne
FLOl, ont des sites accessibles reconnus par 1la chymotrypsine
alors que chez le phénotype FLOS5, ces sites n'éxistent pas (ou
inaccessibles). D'aprés ces !’ﬁeurs la vitesse d'action des
enzymes est liée au phénotype {FLO1 et FLOS) et que l'expression
de la floculation dépend du type de protéines pariétales et des
génes qui gouvernent leur synthése. Cependant ces mémes auteurs
ont montré, par d'autres traitements, que les phénotypes
gouvernés par FLO1l et FLOS5 ont certains caractéres communs en
regard du mécanisme possible impliquant 1les glucides et les
protéines pariétaux et selon le modéle préconisé par MIKI et
al., (1980 et 1982).

Lorsque 1les 1levures K, lactis floculantes et non
floculantes sont traitées a4 1la cytohélicase, on obtient des
protoplastes a des vitesses variables, qui nous ont permis de
régénérer, leurs parois. L'évaluation du pouvoir floculant des
cellules régénérées montre que seules les souches initialement
floculantes, refloculent dans le milieu de culture et en tampon
acétate. Ceci confirme que 1la souche désignée KLF a une
potentialité floculante génétiquement acquise.
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CHAPITRE v

ISOLEMENT ET ETUDE COMPAREE DE LA COMPOSITION

CHIMIQUE DES PAROIS DE K. LAcTis FLOCULANTE

ET NON FLOCULANTE:

INFLUENCE DE LA PHASE DE CR JISSANCE



I. INTRODUCTTION

Les mécanismes de floculation, encore mal définis, font
intervenir les parties externes des parois cellulaires. La paroi
constitue en effet le siége préférentiel de contacts
intercellulaires au moment de la floculation.

I1 a été montré que des parois isolées de levures
floculantes, reproduisent les mémes caractéres de floculation
que les cellules "méres" dont elles sont issues. De méme, au
moment de 1la floculation, 1la paroi subit un important
remaniément chimique.

Des études génétiques ont également confirmé que le
potentiel génotypique de la floculation est exprimé au niveau de
la structure pariétale et que les variations des complexes
mannoprotéiques expligquent 1les fluctuations du degré de
floculation des levures (BALLOU, 1974).

Par ailleurs, il est souvent admis, que les états de
floculation et de non floculation sont en relation directe avec
les variations de polyméres composant la couche externe de 1la
paroi. Cependant, les observations et les hypothéses émises
sont, dans de nombreux cas trés controversées.

les parois des levures forment des édifices dans 1lesquels
les constituants sont associés par des 1liens plus ou moins
solides, la couche externe, d° nature phosphopeptidomannane est
considérée comme responsable du caractére floculant ou non
floculant de la levure. Elle a fait 1'objet de plusieurs études
(DAY et al., 1975; MARFEY et al., 1977; AMRI et al., 1981).

La premiére approche de 1'étude du mécanisme de floculation
consiste 4 comparer quantitativement et qualitativement, 1la
composition et la structure des parois de levures floculante et
non floculante.

Dans ce chapitre, nous allons étudier 1la composition
chimique globale comparée des parois isolées, a partir de
levures floculante et non floculante, aprés broyage mécanique
des cellules

Les résultats relatifs au degré de floculation obtenus dans
le chapitre III ont montré que 1l'intensité de 1la floculation
varie selon la phase de croissance; c'est pourquoi nous avons
voulu comparer la composition des parois isolées de cellules en
phases exponentielle et stationnaire.
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II. ISOLEMENT DES PAROIS ET COMPOSITION CHIMIQUE

II. 1. CONDITIONS D'OBTENTION ET RENDEMENTS
RELATIFS EN PAROIS

L'isolement des parois nécessite la rupture des
cellules gqui peut-étre obtenue par divers modes. Nous avons
isolé les parois de K, lacils par broyage mécanique suivi
immédiatement d'un traitement a l'acétone et la trypsine pour
dénaturer les enzymes susceptibles de dégrader ces structures.

Le tableau 18 indique les rendements pondéraux relatifs en
parois pour chaque souche. On remarque dque ces rendements
varient de 15% a 18% et de 12% a 16% repectivement pour les
souches floculante et non floculante en phases exponentielle et
stationnaire.

TABLEAU 18: Conditions d'obtention et rendements relatifs
en parois aprés broyage mécanique de cellules
de K. lactis

KLF KLNF
PE PS PE PS
Temps de
24 48 24 48
culture (h)
Biomasse
1.2 2.4 1.4 2.6
(8/1)
% FLO 30.6 50.4 0.0 0.0
Rendement
en parois (%) 15.5 18.3 12.6 16.8
PE = Phase exponentielle
PS = Phase stationnaire

Ces résultats montrent, d'une part, que 1le rendement en
parois des cellules en phase stationnaire est 1légérement plus
élevé par rapport a celui des cellules en phase exponeutielle
(augmentation de 3 a4 4%); d'autre part, on note une faible
augmentation en parois des cellules floculantes (2a3%).

Si on admettait wune signification a cette faible
différence, elle s'expliquerait par la synthése de composants
responsables de la floculation par 1la levure floculante. Ces
observations ne sont pas en contradiction avec celles faites
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lors de 1'étude des variations du pourcentage de floculation en
fonction de la phase de croissance.

II.2. ANALYSE DES CONSTITUANTS GLUCIDIQUES

Les oses ont été 1libérés sous forme de monoméres par
hydrolyse des parois a 1'aide d'acide chlorhydrique 2N a 105°C,
en tubes scellés sous vide. Les conditions optimales de ce
traitement ont été choisies aprés établissement des courbes
cinétiques de libération des oses (figure 86). Les oses ainsi
libérés sont dosés par la méthode de DUBOIS.

1000
900 el
KLF(PE)
800
& 7007 ’ | KLF(PS)
8 600; !
g 500 \-‘: KLNF(PE)
E 4004 ol
2  300] KLNF(PS)
200
100-
;4
O T T T T T T T T
1 2 3 4 5

TEMPS D’HYDROLYSE(h)

Fig. 86: Cinétique de la libération des oses par hydrolyse
HC1 2N des parois de K, lactis floculante et non
floculante en phases exponentielle (PE) et
stationnaire (PS)

Les résultats portés dans le tableau 19 montrent que Ile
maximun d'oses libérés par hydrolyse acide varie de 61 a 75%
respectivement pour 1la souche non floculante et 1la souche
floculante.
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La teneur en oses dans les parois de 1la souche floculante
est supérieure a celle des parois de la souche non floculante.
Cette teneur varie également selon la phase de croissance.

L'analyse qualitative des oses libérés a été effectuée par
chromatographie en phase gazeuse apreés transformation en
acétates d'alditols.Préalablement, la chromatographie sur papier
WATMAN, nous a permis d'identifier 1les différents oses des
hydrolysats. Le chromatogramme (figure 87) met en évidence 1la
présence de mannose et de glucose dans un rapport qui varie dans
le méme ordre que la teneur totale en oses.

Le tableau 19 montre des rapports Man /Glc de 1.22 et 0.96
respectivement pour la souche floculante et 1la souche non
floculante. On constate ainsi que la paroi de 1la souche non
floculante contient plus de glucose que la paroi de 1la souche
floculante et inversement pour le mannose.

TABLEAU 19 : Teneurs en hexoses des parois de K. Lactis
floculante et non floculante & différentes
phases de croissance

Phase de
Souches ase Hexoses (% MS)|R.M.(Man /Glc)
roissance
P.E 70.6 1.1
KLF
P.S 75.3 1.2
P.E 60.4 0.92
KLNF

P.S 61.1 0.96

M.S matiére séche

R.M rapport molaire

P.E phase exponentielle

P.S phase stationnaire
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Fig. 87: Chromatogramme des acétates d'alditols des témoins

(a):(1)fucose, (2) mannose, (3) galactose,(4) glucose

(5) inositol; et des parois de K. lactis floculante
(b) et non floculante(c)
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II.3. ANALYSE DES HEXOSAMINES

La libération des hexosamines, oses aminés, nécessite une
concentration plus élevée en acide chlorhydrique. La cinétique
de libération réalisée avec HCl1 6N révéle que le maximum
d'hexosamines est obtenu au bout de 4 heures d'hydrolyse (figure
88). L'hydrolyse acide des hexosamines met en évidence le
phénoméne de dégradation accentué; nous avons, alors pour
comparaison, effectué des essais d'hydrolyse enzymatique a 1la
cytohélicase (suc digestif d'Helix pomatia) des mémes
échantillons (figure 89). Les hexosamines 1libérées, dans les
deux cas, sont dosées par la méthode d'ELSON MORGAN.

Les résultats sont indiqués sur 1le tableau 20; ils
montrent qu'a l'inverse des oses, les parois de levures non
floculantes ont une teneur en hexosamines supérieure a celle des
parois de levures floculantes pour une méme phase de croissance.
En effet 1les teneurs obtenues en phase stationnaire sont
respectivement de 2.43 et 2.61% pour la souche floculante et de
3.82 et 4.05% pour la souche non floculante, selon 1le type
d'hydrolyse. Ces mémes résultats indiquent une légére
augmentation des teneurs en hexosamines en phase stationnaire
pour les deux souches, et que 1la souche floculante contient
environ 30% de moins que la souche non floculante. Signalons que
le taux d'hexosamines, pour d'autres espéces de levures
cultivées dans des conditions trés diverses, varie de 2 a 3%
(CHATTAWAY et al., 1968; NOVAES et al., 1970).

TABLEAU 20 : Teneurs en hexosamines des parois de K, lactis
floculante et non floculante aprés hydrolyse
acide et enzymatique, & différentes phases de

croissance
HEXOSAMINES (% / M.S)
Phase 5
; (a) Hydrolyse |(b) Hydrolyse enzymatique
Souches |de crois- :
acide
sance
PE 2.04 2.13
KLF
PS 2.43 2.61
PE 3.25 3.88
KLNF
PS 3.82 4.05

P.E:Phaseexponentielle .(a):résultats exprimés en % de GLcN
P.S:Phase stationnaire. (b):résultats exprimés en % de GLcNaC
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88 : Cinétique de la libération des hexosamines par
hydrolyse HCL 6N des parois de K, lactis floculante
et non floculante en phases exponentielle (PE) et
stationnaire (PS)
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Fig.89: Cinétique de libération des N- acétyl-glucosamines

par hydrolyse avec le suc digestif d'Helix pomatia,
des parois de K, lactis floculante et non floculante
en phases exponentielle (PE) et stationnaire (S)
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IT.4. ANALYSE DES ACIDES AMINES

La cinétique de libération des amino-acides a été établie
par hydrolyse acide (HCl1 6N) des parois. Le maximum de
libération est obtenu aprés 12 heures d'hydrolyse (figure 90).
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Fig. 90: Cinétique de libération des acides aminés par
hydrolyse HCL 6N des parois de K. lactis floculante

et non floculante en phases exponentielle (PE)
et stationnaire (PS)

Les groupements aminés libres présents dans les
hydrolysats chlorhydriques ont été d'abord estimés par le dosage
au DNFB et comparés aux teneurs en protéines obtenues par le
dosage de l1l'azote dans les parois selon la méthode de KJELDAHL.

La comparaison des résultats (Tableau 21) met en évidence
des différences de teneurs exprimées en protéines totales selon
la méthode de détermination; ce qui signifie que 1'hydrolyse
chlorhydrique effectuée dans nos conditions expérimentales,
dégrade certains acides aminés notamment le tryptophane et les
acides aminés soufrés.
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TABLEAU 21 : Teneurs comparées en azote des parois de
K. lactis floculante et non floculante en
phases exponentielle (PE) et stationnaire

(PS)
Phases de N N N N
Souches |croissance |Protéique [glucosamine |[total |total KJELDAHL
PE 2.35 2.67 2.02 2.99
e PS 2.63 2.63 3.38 3.50
PE 3.16 0.89 4.05 4.18
KLNF
PS 3.61 1.03 4.64 4.59

(Résultats exprimés en % de matiére séche)

L'analyse des acides aminés aprés hydrolyse est réaliséde a
l'aide d'un auto-anlyseur technicon. D'aprés 1les résultats
(Tablaux 22 et 23; histogrammes 1 et 2), nous remarquons que 1la
teneur en acides aminés totaux des parois de 1la souche non
floculante est relativement plus élévée que celle de 1la souche
floculante pour la méme phase de croissance. Les différences du
taux en acides aminés observées entre la phase exponentielle et
la phase sta innaire sont faibles pour la méme souche. D'une
maniére générale les parois des souches floculantes contiennent
moins de protéines que les parois des souches non floculantes,
quelle que soit la phase de croissance. Les résultats réveélent
également que les parois de K. lactis sont particuliérement
riches en acide aspartique, acide glutamique, en thréomine et en
sérine qui représentent a eux seuls 47,75% et 51,75%
respectivement pour les parois des souches non floculante et
floculante, en phase exponentielle. Nous constatons par
ailleurs, que le pourcentage de ces acides aminés est plus
élevée dans les parois de 1la souche floculante. Cette
particularité est 1liée au fait que ces acides aminés
interviennent dans les liaisons N-glycosidiques et
O-glycosidiques, ce qui explique 1'hypothése selon laquelle les
protéines des parois jouent un rdéle important dans les liaisons
avec les polysaccharides impliqués dans le mécanisme de 1la
floculation.

La répartition des acides aminés indique que les parois de
la souche floculante ont une teneur faible en acides aminés
basiques, mais en revanche, une teneur élevée en acides aminés
hydroxylés par rapport aux parois des souches non floculantes.
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TABLEAU 22 :Composition en acides aminés des parois
de K, lactis floculante en phases
exponentielle et stationnaire

PHASE EXPONENTIELLE PHASE STATIONNAIRE
N ug/mg % AA ng/mg %AA
Asp 11.3 11.04 12.1 12.23
Thr 14.1 13.78 15.2 15.36
Ser 8.9 8.69 9.2 9.30
Glu 15.9 15.54 14.7 14.86
Pro 4.2 4.10 3.7 3.74
GLy 3.9 3.81 4.3 4.34
Ala 6.1 5.96 6.5 6.57
Val 5.8 5.66 5.2 5.25
Ile 5.0 4.88 5.1 5.15
Leu 6.6 6.45 4.9 4.95
Tyr 3.1 3.03 3.5 3.53
Phe 3.7 3.61 2.7 2.73
Lys 7.2 7 03 5.3 5.35
His 4.0 2.91 4.2 4.24
Arg 2.5 2.44 2.3 2.32
Total 102.3 99.93 98.9 99.92

(Résultats exprimés en % de matiére séche)

II.5. TENEUR EN PHOSPHORE DES PAROIS

Le taux de phosphore dans les parois a été déterminé par 1la
méthode de MC CLARE,(1971),aprés minéralisation des éléments
cellulaires a 170°C pendant 48 heures.

STEWART et BALLOU (1968) ainsi que MC LELLAN et al., (1970)
ont prouvé l'existence de 1liaisons phosphodiesters dans les
mannanes isolés des parois de Saccharomyces cerevistae. Bien
qu'il ne soit pas certain que 1la totalité du phosphore soit
engagée dans ce type de 1liaisons, les autres rdles que ce
composé peut jouer au sein de la paroi ne sont pas toujours
élucidés.
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TABLEAU 23: Composition en acides aminés des parois
de K. lactis non floculante en phases

exponentielle et stationnaire

PHASE EXPONENTIELLE| PHASE STATIONNAIRE
k ng/mg % AA pug/mg % AA
Asp 10.9 8.48 11.8 9.36
Thr 13.6 10.59 17 .4 13.8
Ser 8.4 6.54 10.5 8.33
Glu 18.3 14.25 20.5 16.26
Pro 6.3 4.90 4.1 3.35
Gly 1:5 5.84 6.7 5.31
Ala 8.3 6.46 9.6 7.61
Val 8.4 6.54 7.0 e J
Ile 25 5.84 6.6 5.23
Leu 11.3 8.80 8.7 6.9
Tyr 4.2 3.27 3.5 2.77
Phe 6.3 4.90 3.8 3.01
lys 71+7 5.99 7.9 6.26.
His 4.3 3.34 3.7 2.93
Arg 5.4 4.20 4.2 3.33
Total 128.4 99.94 126.0 99.90

(Résultats exprimés en % de matiére séche)

Les résultats du tableau 24 font apparaitre que les
parois de levures floculantes contiennent environ 2 fois plus de
phosphore que les parois de levures non floculantes pour une
méme phase de croissance.
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TABLEAU 24 : Teneur en phosphore des parois de K, lactis
floculante et mnon floculante en phases
exponentielle (PE) et stationnaire (PS)

SOUCHES PHASES DE CROISSANCE [PHOSPHORE TOTAL
PE 2.52
KLF
PS 2.83
PE 1.11
KLNF
PS 1.25

(Résultats exprimés en % de matiére séche)

II.6. TENEUR EN OLIGO-~ELEMENTS

La teneur en oligo-éléments des parois a été déterminée par
spectrophotomét rie de masse. Les résultats indiqués dans le
tableau 25 mon’ rent que les parois des levures floculantes sont
plus riches en &léments bivalents (Ca et Mg). En revanche, les
parois de levures non floculantes contiennent plus d'éléments
monovalents (K et Na).

ITI. DI SCUSSION

Les parois des levures constituées de chaines
polysaccharides liées covalentiellement a des chaines
peptidiques représentent 6 a 27% du poids total cellulaire. Leur
composition chimique différe d'une espéce a 1l'autre et peut
varier suivant les conditions de culture (Mc WILLIAM, 1970;

LUERS et al., 1971).

Le rendement relatif pondéral obtenu par broyage mécanique
concorde avec celui généralement indiqué pour d'autres levures
(10a20%). Ainsi AL MAHMOOD (1988) obtient 18,1% et 17%
respectivement pour des levures floculantes et non floculante de
K. bulgaricus; alors que MBAWALA (1990) observe Ile méme
rendement pour des levures floculantes et peu floculantes de P,

pastoris 1FP 206.
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TABLEAU 25: Teneur en éléments minéraux des parois
de K, lactis floculante et non
floculante en phases exponentielle (PE)
et stationnaire (PS)

PHASE DE Ca Mg K Na
SOUCHE CROISSANCE | (422.7nm) | (285.2nm) | (766.5nm) | (589nm)
PE 0.59 0.40 0.12 0.23
KLF
.62 . .10
PS 0.6 0.44 0 0. 95
PE 0.28 0.19 0.16 0.30
KLNF
PS 0.30 0.23 0.13 0.36

(Résultats exprimés en % de matiére séche)

Dans le cas de K. lactis les résultats mettent en évidence
une augmentation relative d la teneur en parois au moment de la
floculation et en phase stationnaire. Cette augmentation
concorde avec celle du pourcentage de floculation constatée en
phase stationnaire.

L'examen des cinétiques de libération des divers
constituants au cours d'hydrolyse acide, ne montre pas de
différences appréciables de vitesses d'hydrolyse entre les
parois de la souche floculante et celles de 1la souche non
floculante.

L'analyse quantitative et qualitative des oses fait
apparaitre une teneur plus élevée en oses totaux dans les parois
de la levure floculante. Ces résultats concordent avec ceux
obtenus pour d'autres levures floculantes telles que S, Uvarum
(AMRI et al., 1982) et K, bulgaricus (HUSSAIN et al., 1986; AL
MAHMOOD 1988). Ces mémes résultats indiquent, par ailleurs, que
les parois des levures floculantes contiennent plus de mannose
(rapport Man/Glc plus élévé); Ceci est 1ié au fait que les oses
pariétaux interviennent qualitativement et quantitativement dans
le phénoméne de floculation. Ce serait en effet la structure et

- 159 -



la disposition des chaines latérales des oligosaccharides dans
la molécule des mannanes qui porteraient ou formeraient les
sites permettant l'agrégation cellulaire. La perte de l'aptitude
a4 la floculation chez des souches mutantes pourrait s'expliquer
par exemple, par la perte d'unités o -D- mannopyranosyl-

phosphate de la chaine latérale d'oligosaccharides,
déterminants immunologiques dans les parois de levures
floculantes.

De nombreux auteurs ont proposé que 1l'état de floculation
et de non floculation correspond a des fluctuations de deux
polyméres composant la couche pariétale externe: les
phosphomannanes et les protéines.

Selon MASSCHELEIN et al., (1963) la période de floculation
correspond ‘4 la synthése des mannanes. La durée de cette phase
dépend de la vitesse de synthése et de dégradation des mannanes
et par conséquent elle est liée au rapport Mannanes/Protéines de
la paroi cellulaire.

Par la suite, STEWART (1975) et STEWART et RUSSEL(1981) ont
montré, qu'en général, les parois de levures floculantes
renferment plus de glucides totaux que celles des levures non
floculantes. Cependant, dans le cas de K, lactls le taux de
glucanes (d'aprés le rapport Man/Glc) des parois de levures non
floculantes est supérieur a celui des parois de levures
floculantes.

Cette observation n'est pas générale;, en effet, JAYATISSA
et ROSE (1976) ont montré que les parois d'une souche floculante
de S, Cerevisiaes contenait 36.5% de glucanes contre 44.5% de
mannanes.Récemment MBAWALA (1990) a trouvé des résultats
inverses pour P, pastoris IFP 206 (soit environ 72% de glucanes
contre 27% de mannanes pour la souche floculante).

Malgré toutes les controverses, l'ensemble des résultats
suggére que la floculation est régie par un facteur inhérent aux

mannanes plutdét qu'a la teneur globale des polyméres glucidiques
des parois.

L'analyse de la composition en acides aminés des parois
fait apparaitre également des différences significatives:
globalement les parois de 1la souche non floculante ont une
teneur en acides aminés totaux plus élevée que les parois de 1la
souche floculante quelle que soit la phase de <croissance. Dans
les deux cas nous constatons que les parois sont plus riches en
acides glutamique et aspartique, 1la sérine et 1la thréonine;
toutefois la teneur en ces acides aminés est relativement plus
élevée dans le cas de la souche floculante.
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Ces résultats concordent notamment avec ceux de SENTANDREU
et NORTHCOTE (1969) qui expliquent cette richesse par 1le rédle
que jouent ces acides aminés dans 1la liaison avec les
polysaccharides (synthése de glycoprotéines) impliqués dans 1la
floculation.

En revanche, selon PHAFF (1971) les parois des levures sont
caractérisées par une richesse en alanine, valine glycine et
acide glutamique; et pauvres en proline et en acides aminés
aromatiques ou diaminés.

Par ailleurs, il est bien connu que 1l'assemblage des acides
aminés dans 1'espace des formes tertiaires est déterminant pour
la fonction de 1la protéine. Dans une structure peptidique,
certains acides aminés sont orientés vers l'intérieur de la
molécule et d'autres vers la, surface.

Les éléments situés dans la profondeur de la molécule sont
en majorité non polaires, les acides aminés aliphatiques a
chaines ramifiées (valine, leucine, isoleucine...) et les acides
aminés aromatiques (phénylalanine). Ces éléments non polaires
sont inaccessibles aux réactifs et ont pour rdle d'assurer la
stabilité des molécules. Par contre, les éléments en surface
sont polaires et facilement accessibles a des réactifs, ils
permettent d'établir des liaisons électrostatiques, hydrogénes,
ponts disulfures ou salins. Ce sont ces acides aminés polaires a
la surface qui peuvent intervenir par leurs charges dans les
intéractions cellulaires; ce qui explique 1les hypo héses de
formation de ponts salins entre 1les ions bivalents et les
groupements carboxyliques libres des mannoprotéines a la surface
des parois de levure.

La teneur élevée en acides aminés chargés des parois de 1la
souche floculante tend a montrer 1l'effet éventuel de ces acides
aminés sur la diminution de 1la charge négative nette de 1la

surface des cellules, ce qui induit leur agrégation.

L'analyse de la composition minérale des parois de K, lactils
fait apparaitre une teneur élevée en phosphore dans 1les parois
de 1la souche floculante; ceci étaye 1les hypothéses selon
lesquelles le phosphore est impliqué dans 1la floculation. En
effet, les ions phosphates interviennent dans la formation des
macromolécules de phosphopeptidomannanes responsables de 1la
floculation, sous forme de liaisons phosphodiesters ou
monophosphoester (STEWART et BALLOU,1969; THIEME et BALLOU,1971).

Selon plusieurs auteurs, la floculation semble dépendre de
la présence, dans les parois de groupements anioniques, ce qui
suggére l'implication des groupements phosphodiesters en plus
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des groupements carboxyliques, et dans une certaine mesure, 1la
capacité des levures a floculer est 1liée a 1la densité des
groupements phosphates dans la couche superficielle des parois,
ce qui explique en ocutre, le degré de phosphorylation élevé des
mannanes des parois des souches floculantes (LYONS et HOUGH,
1970). Toutefois la faible teneur en phosphore des parois de
souches non floculantes est vraisemblablement liée a la perte de
groupements ¢-D-mannopyranosyl phosphates impliqués dans les
chaines latérales des mannanes.

Les mémes résultats montrent également que les parois des
souches floculantes sont plus riches en calcium et en magnésium;
en revanche, leur teneur en potassium et en sodium est
inférieure a4 celle des parois de 1la souche non floculante.

Rappelons que les teneurs en calcium des parois varient
selon les espéces et les conditions de culture. Ainsi AMRI et
al.,(1982) ont constaté que la teneur en calcium et en magnésium
dans les parois de $, vyvarum, diminuait en phase stationnaire.
Ces mémes auteurs ont, cependant, observé que les parois de
levures floculantes fixent plus de calcium que les parois de
levures non floculantes.

L'augmentation du taux de magnésium dans 1les parois de
levures floculantes, confirme le réle de cet élément dans les
mécanismes de floculation. En effet NISHIHARA et al., (1976) ont
montré que le magnésium était indispensable dans 1le milieu de
cul ure pour que la levure §, cevevisiae acquiert 1l'aptitude a4
flo:2uler. Le magnésium intervient comme inducteur de 1la
biosynthése des facteurs responsables de la floculation.

En conclusion, 1la composition globale (Tableau 26) des
parois de K.lactis floculante et non floculante permet de
retenir que 1la floculation se traduit par un remaniement
chimique des parois que 1l'on peut résumer par les points
suivants:

Une augmentation du taux des oses totaux, du rapport
Man/Glc, et de la teneur en phosphore et en calcium

— Une diminution des acides aminés totaux et des
hexosamines.

- A 1'état floculant, les différences quantitatives et
qualitatives des divers constituants entre la phase
exponentielle et stationnaire varient selon le type de composés
considérés.
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Rappelons cependant que ces observations sont divergentes,
en effet MASSCHELEIN et al. (1963) ont trouvé des variations
dans la teneur des mannanes pariétaux; alors que MILL (1964)
MARFEY et al., (1977) ont surtout noté wune fluctuation des
protéines de la paroi. LYONS et HOUGH (1970) ont estimé que
seules les teneurs en groupements phosphorylés de 1la paroi
varient en relation avec la floculation. Enfin AMRI et al.,
(1981) ont constaté que les ions minéraux augmentent d'une facon
significative au moment de la floculation alors que le taux de
protéines baisse dans les parois de S.wuvarum.

Tableau récapitulatif 26: Composition chimique
globale des parois de K. lactis floculante et
non floculante en phase exponentielle (PE)
et stationnaire (PS)

KLF KLLNF
PHASE DE CROISSANCE PE PS PE PS
CONSTITUANTS
Oses totaux 70.6 5.3 60.4 61.1
S s Bieste (a)| 2.04 2.43 3.25 3.82
- (b) | 2.13 2.61 3.88 4.05

Acides aminés

10.20 9.98 12.84 12.
totaux (-NH2) &

Phosphore (P) 2.52 2.83 1.11 1.25
Calcium 0.59 0.62 0.28 0.30
Magnésium 0.40 0.44 0.19 0.23
Man/GLC 1.1 1.2 0.92 0.96
Oses/AA 6.92 7.54 4.70 4.84
Oses/P 28.01 26.60 54.41| 48.8
AA/P 4.04 3.52 11.56 | 10.08

(Résultats exprimés en % de matiére séche)
(a) résultats exprimés en GlcN
(b) résultats exprimés en GlcNaC
AA: acides aminés
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CHAPITRE VI

ETUDE DES FRACTIONS PARIETALES
OBTENUES APRES ACTION DE:
- L'ETHYLENEDIAMINE
- LA CYTOHELICASE



I. INTRODUCTION

le fractionnement des parois permet d'isoler des
constituants qui apparaissent déterminants dans le phénoméne de
floculation.

L'isolement de macromolécules complexes des parois de
levures a été réalisé dans 1la plupart des cas par des
traitements chimiques utilisant des solutions de NaOH
(NORTHCOTE, 1963), de KOH (MC MURROUGH et ROSE, 1967; AMRI et
al., 1981) ou par autoclavage de cellules entiéres dans des
tampons citrates (PEAT et al., 1961).

Des traitements enzymatiques mettant en oeuvre la
papaine (TEZUKA, 1969), la pronase (CAWLEY et HARRINGTON, 1972),
des glucanases (EDDY et LONGTON, 1969; SHIBATA et al., 1983;
PASTOR et al., 1984), ont été également appliqués au
fractionnement des parois de levures.

les traitements généralement appliqués présentent des
inconvénients. Ainsi les traitements chimiques, notamment
l'action des alcalis, NaOH ou KOH, provoquent la rupture des
liaisons O-glycosidiques.

Certains auteurs affirment aussi que les autoclavages, par
les températures mises en jeu, peuvent entrainer des phénoménes
d'altérations irréversibles des macromolécules.

Au cours de notre étude nous avor ; comparé diverses
méthodes d'obtention des constituants impliqués dans le
mécanisme de floculation.

Dans une premiére étape nous avons utilisé 1'éthyléne-
diamine agent alcalin préconisé par KORN et NORTHCOTE (1969),
comme agent de fractionnement des parois isolées des souches K,
lactts floculante et non floculante. Bien que le mode d'action
de cet agent chimique ne soit pas toujours connu, de nombreux
auteurs l'ont utilisé pour 1'étude des parois de levures (LYONS
et HOUGH, 1971; MOULKI et al., 1972; LELEU et al., 1977;
AL MAHMOOD, 1987). En effet, pour isoler 1les constituants des
parois sous forme hautement polymérisés, ce traitement est
beaucoup moins sévére que l'action des acides ou bases.

Dans une seconde étape nous avons traité les parois a la
cytohélicase. Cette préparation enzymatique permet en effet
d'obtenir des polyméres de haut poids moléculaire tout en
évitant leur dénaturation. Rappelons que cette enzyme est
composée en grande partie de (3-(1-3) glucanase et peut contenir
d'autres enzymes selon son degré de purification. Elle est
largement utilisée pour la production de protoplastes (BACON,
1973). - 164 -



II. ETUDE DES CONSTITUANTS EXTRAITS
DES PAROIS TRAITEES A L'ETHYLENEDIAMINE

II.1. RENDEMENTS RELATIFS EN DIFFERENTES FRACTIONS

Le fractionnement des parois par l'éthylénediamine aboutit
4 1'obtention de trois fracions que 1l'on peut classer selon leur
caractére de solubilité:

- La fraction A est soluble dans 1'éthylénediamine
et dans l'eau .

- La fraction B est soluble dans 1'éthylénediamine
mais elle est insoluble dans 1'eau

- La fraction C est insoluble aussi bien dans
1'éthylénediamine que dans 1'eau.

Les quantités respectives de chacune des fractions issues
de ce traitement sont rapportées dans le tablau 27. Les teneurs
des fractions A et C sont plus élevées que celles de B aussi
bien dans les parois de levures floculantes que dans celles des
levures non floculantes. Il ressort également de ce tableau que
le pourcentage des fractions A des parois de levure floculantes
(56%) est supérieur a celui des levures non floculantes (45%);
alors que les rendements en fractions B et C ne différent pas de
maniére significative chez les 2 levures. Les résultats la ssent
penser alors qu'il y a une biosynthése accrue de macromo’ icules
hydrosolubles au moment de la floculation

TABLEAU 27: Rendements relatifs en différentes fractions
issues des parois de K. lactis par traitement a
1'éthylénediamine

FRACTIONS | RACTION A |FRACTION B | FRACTION C
SOUCHES
KLF 56,3 10,2 32,1
KLNF 45,8 L st

CRésultats exprimés en % de matiére séche)
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IT.2. ANALYSE BIOCHIMIQUE COMPAREE DES
DIFFERENTES FRACTIONS

II1.2.1. COMPOSITION CHIMIQUE GLOBALE.

La composition chimique globale de chaque fraction a été
obtenue apreés hydrolyse acide dans des conditions optimales
préalablement déterminées.

Nous avons rassemblé dans le tableau 28 1les teneurs des
constituants des fractions pariétales.

Les résultats montrent que 1les protéines et 1les oses
totaux sont particuliérement dominants dans les fractions A et
B. En revanche, les fractions C renferment plus d'hexosamines.
De méme, les teneurs en phosphates sont plus élevées dans la
fraction A; ces teneurs varient peu entre les fractions B et C.

La composition chimique globale des différentes fractions
fait surtout apparaitre que seule la fraction A présente une
correlation avec la floculation. En effet, les constituants de
ces fractions varient dans le méme sens que ceux des parois dont
elles sont issues.

A 1'examen de ces résultats il est vrai.semblable que les
éléments impliqués dans la floculation sont les constituants de
cette "raction A, ceux-ci feront 1l'objet d'une étude détaillée

I1.2.2. ANALYSE QUALITATIVE DES OSES DES DIFFERENTES
FRACTIONS PARIETALES (A, B, C)

L'analyse des profils obtenus aprés séparation des oses
sous forme d'acétates d'alditols par chromatographie en phase
gazeuse met en évidence essentiellement du mannose et du glucose
dont 1les rapports varient selon la fraction considérée
(figures 91a et b).

Les rapports Man/Glc, calculés a partir des
chromatogrammes, sont indiqués dans le tableau 28. Nous
constatons que les fractions B et C renferment plus de glucose
que de mannose et il n'y a pas de différences significatives en
relation avec la floculation; ce qui laisse supposer que ces
deux fractions ne subissent pas de variations au moment de 1la
floculation. En revanche, le rapport Man/Glc est plus élevé dans
la fraction A de la souche floculante. ce résultat vient a
1'appui de celui obtenu sur 1les parois entiéres et permet
d'admettre dans une certaine mesure, que 1l'état de floculation
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de X, lactis se traduit par un enrichissement de sa paroi en
polyméres du type mannane, solubles dans l'eau et de structure
apparemment analogue 4 celle des mannanes des paroisde K, lactis
non floculante.

II1.2.3. ANALYSE QUALITATIVE DES ACIDES AMINES
ET TENEUR EN HEXOSAMINES DES DIFFERENTES
FRACTIONS PARIETALES

Nous avons rassemblé dans les tableaux 29 et 30 les teneurs
en acides aminés et en glucosamine déterminées, par
autoanalyseur, dans les hydrolysats des différentes fractions
pariétales.

La détermination des acides aminés révéle, dans les
fractions A et B, la présence de tous les acides aminés
identifiés dans les parois totales dont elles sont issues. En
revanche, 1la fraction C ne contient qu'une trés faible
concentration d'acides aminés dont on note la prédominance des
mémes acides aminés que les fractions A et B 3 savoir:les acides
aspartique et glutanique, 1la thréonine et 1la sérine. Nous
n'avons pas mis en évidence, dans la fraction C, certains acides
aminés la proline, la leucine, la tyrosine, 1la phénylalanine,
l'histidine et l'arginine et <ce quelle que soit 1la souche
(histogrammes 3 et 4).

L'examen de la composition montre également qu'il n'y a pas
de variations significatives des teneurs en acides aminés des
fractions B et C en relation avec le caractére floculant. Par
contre, on note une corrélation entre les variations en acides
aminés dans la fraction A et le caractére floculant.

Les teneurs en glucosamine déterminées a 1l'aide de 1l'auto-

analyseur varient dans le méme sens que celles obtenues par la
méthode chimique.

I1.2.4, ESTIMATION DE LA CHITINE
La plupart des levures contiennent un taux variable de

chitine dans la paroi (BACON et al., 1966; CABIB et BOWERS, 1971
et 1975).
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TABLEAU 28 :Composition globale des fractions pariétales, de
K. lactis floculante et non floculante, obtenues
par traitement & 1'éthyléne diamine

FRACTIONS CONSTITUANTS KLF KLNF
Hexoses 75,1 60,4
Hexosamines 0,73 1,12

Acides aminés(AA) 11,26 15,49

A phosphore (P) 2537 1,23
Man/Glc 2,70 1,50

Oses/AA 6,66 3,89

Oses/P 31,68 48,10

AA/P 4,75 12,59

Hexoses totaux 40,16 40,98
Hexosamines 1,85 2,21

Acide aminés 6,63 8,78

B Phosphore 0,35 0,38
Man/Glc 0,61 0,69

Oses/AA 6,05 4,66

Oses/P 114,74 107,84

AA/P 18,94 23,10

Hexoses totaux 20,52 20,81
Hexosamines 3,95 4,07

Acides aminés(AA) 4,31 4,26

C Phosphore (P) 0,43 0,45
Man/Glc 0,1 0,09
Oses/AA 4,76 4,88

Oses/P 47,72 46,24

AA/P 10,02 9,46
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TABLEAU 29: Composition en acides aminés et en

glucosamine des fractions
K. lactis

(A,B,C)

de

pariétales
floculante,

obtenues par traitement & l'éthylénediamine

FRACTION A FRACTION B FRACTION C
AR pg/mg % AA pg/mg % AA ug/mg| % AA
Asp 10,2 12,33 5,87 2ad3 0,72 8,30
Thr 133 15,84 7,57 9,97 1,50 17,30
Ser 7,7 9,31 7,30 9,61 1,32 15,22
Glu 14,6 17,65 10,56 13,90 25131 24,33
Pro 3,1 3,74 0,66 0,86 - -
Gly 3,11 3,76 5,90 7927 0,36 4,15
Ala 553 6,40 5,6 7537 0,60 6,92
Val 4,7 5,68 4,95 6,52 0,38 4,38
Ile 4,3 5,19 2,95 3,88 1,20 13,84
Leu 5,4 6,52 6,72 8,85 - -
Tyr 1,0 1,20 4,53 5,96 - -
Phe 2,6 3,14 4,20 5,53 - -
Lys 5,5 6,65 7,80 10,27 0,42 4,84
Hist 0,9 1,08 2,01 2,64 - -
Arg 1,2 1,45 5,2 6,84 - -
TOTAL 82,7 99,94 75,92 107,7 8,67 99,28
GlcN 7,90 15,2 40,3
(Résultats exprimés en % de matiére séche)
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TABLEAU 30: Composition en acides aminés et en glucosamine des
(A,B,C)

fractions pariétales
non floculante, obtenues par
1'éthylénediamine

de K,

lactis

traitement A&

FRACTION A FRACTION B FRACTION C
AA pg/mg % AA  |pg/mg |% AA ug/mg | % AA
Asp 8,09 8,24 (6,44 8,14 0,90 10,57
Thr 7575 71,90 15,02 6,35 1,2 14,10
Ser 9,33 9,51 |8,09 10,23 1,82 21,15
Glu 16,05 16,36 |10,56 13,36 1,7 19,97
Pro 2,31 2,35 0,33 0,41 - -
Gly 5,89 6,0 4,72 5,97 0,48 5,64
Ala 64,95 7,08 6,20 7,84 ,066 7,75
Val 953516 5,25 4,30 5,44 0,80 9,40
Ile 1,86 1,89 2,92 3,69 0,86 1,10
Leu 5;33 y43 Ta21 9,12 - -
Tyr 7,05 7,18 4,78 6,04 - -
Phe 4,60 4,68 4,77 6,03 - -
Lys 7,64 7:78 7567 9,70 0,11 1,29
Hist 2,26 2,30 L 7S 2,21 - -
Arg 7582 7497 4,28 5,41 - -
Total 98,09 99,92 79,04 99,94 8,51 99,97
GlcN 18,55 2345 46,33
(Résultats exprimés en % de matiére séche)
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La chitine est un homopolymére constitué de molécules de
N-acétylglucosamine liées en (3- (1 ——4). Elle présente une trés
grande résistance a l'action de la plupart des agents chimiques.
Ceci améne naturellement a penser qu'aprés traitement des parois
par 1'éthylénediamine, la chitine se retrouve essentiellement

dans la fraction C.

Nous avons tenté d'estimer la teneur de ce constituant et
pour cela les fractions C ont été soumises & des traitements
successifs par HCl1 3 % puis NaOH 3% (cf matériel et méthodes).
On obtient les fractions Ct purifides. Nous avons dosé 1la
N-acétyl-glucosamine, a4 la fois dans la fraction C, la fraction
Ct (considérée comme étant la chitine) et dans la paroi totale.
Les résultats de ces dosages sont rassemblés dans le tableau 31.

Tableau 31: Teneur en N-acétyl-glucosamine des fractions
C,C et des parois de K, lactis floculante et
non floclante

*
fraction |[Chitine|Parois!| % de GlcNad ’
Souches C
KLF 2,97 1,89 2,63 71,86
KINF 3,03 2,46 3,58 68,71

% :% de GlcNaC sous forme de chitine dans les parois
(Résultats exprimés en % de matiére séche)

L'examen de ce tableau met en évidence que 68% et 71% de
N-acétyl-glucosamine de la paroi de K, lactis floculante et non
floculante, respectivement, sont polymérisés sous forme de
chitine. Ceci indique qu'une partie de 1la N-acétyl-glucosamine
des parois est donc perdue, lors des différents traitements,
sous forme de petits polyméres solubles. Cependant, il faut
également tenir compte du fait qu'une partie de la N-
acétyl-glycosamine se trouve engagée dans des liaisons avec des
complexes glycoprotéiques( LELEU et al., 1977). Ces dernieéres
pourraient donc représenter la fraction C éliminée au cours de
la derniére purification de la chitine. Signalons que
1'identification rigoureuse de la chitine est rendue difficile
par son insolubilité dans tous 1les solvants ainsi cette
estimation ne permet pas de conclure.
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II.3. ETUDE DES FRACTIONS A

L'analyse globale des différentes fractions issues du
traitement des parois par 1l'éthylénediamine, nous a permis de
montrer que seuls les constituants des fractions A, de nature
glycoprotéique, présentent des variations qui évoluent en
corrélation avec le caractére floculant des souches. Ces
fractions ont été purifiées et leur structure étudiée.

II.3.1. PURIFICATION DES FRACTIONS A

Pour vérifier 1'homogénéite des fractions A, nous avons
appliqué la technique classique de filtration sur gel. En effet,
les fractions A sont solubles dans 1l'eau et ce mode de
purification, pour une premiére étape, convient.

Les fractions A sont d'abord filtrées sur gel Trisacryl GF
2000 dont la zone de fractionnement est comprise entre 10.000 et
20.000.000 daltons. Le produit est collecté en une seule
fraction correspondant a un seul pic inclu aussi bien pour 1la
fraction A issue des parois de la souche floculante que celle
issue des parois de 1la souche non floculante. Les volumes
d'élution sont trés voisins pour les deux fractions (figure 92).

Les produits obtenus sur gel Trisacryl ont été filtrés
ensuite sur colonne d'ultrogel ACA 22. Les figures 93 et 4
illustrent 1les profils d'élution. Cette filtration per! 2t
d'obtenir deux sous-fractions (Al et A2) incluses. Sur une
partie aliquote des éluats provenant de la filtration nous avons
effectué a la fois une réaction au DNFB et au phénol sulfurique.

I1 a été établi pour chaque séparation deux courbes
d'élution correspondant l'une a la teneur en groupements aminés
et l'autre en groupements osidiques.

La présence de glycoprotéines se traduit par la
concordance des pics appartenant aux 2 courbes (figures 93 et
94). Les différentes fractions ont été récupérées et
lyophilisées. Nous avons d'abord estimé le rendement pondéral de
chaque fraction puis leur masse moléculaire.

II1.3.2. ESTIMATION DES MASSES MOLECULAIRES DES SOUS-
FRACTIONS Al ET A2

La filtration des fractions A sur ultrogel ACA 22 permet
d'obtenir deux sous-fractions (Al et A2) suffisamment séparées
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les sous-fractions Al représentent 75 % et 80 % de 1la fraction
initiale pour la souche floculante et non floculante; alors que
les sous fractions A2 ne représentent que 12 et 10%
respectivement (tableau 32).

Les masses moléculaires des différentes sous-fractions (Al

et A2) ont été estimées a 1'aide d'une courbe étalon (figure 95
et 96).
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TABLEAU 33: Rendement et masses moléculaires des sous-fractions
obtenues par filtration sur Ultrogel ACA 22
de 1la fraction A des parois de K, lactis
floculante et non floculante

SOUS-FRACTION (Al) SOUS-FRACTION (A2)
MM MM
R 3 R 3
1
SOUCHES (x10 daltons) (x10 daltons)
KLF 75 340 12 10
310 10 9,5
KLLNF 80 ’
R : rendement pondéral en % de la fraction initiale

MM : masse moléculaire

Les résultats indiqués dans le tableau 32, montrent que
les sous-fractions (Al) des parois de levures floculantes ont
une masse moléculaire légérement plus élevée que celles des
parois de levures non floculantes, les masses moléculaires de
ces fractions (Al ) majeures sont respectivement de 340.“?

daltons et 310. 10" daltons. Les sous-fractions mineures (A2)
des parois de levures floculantes et non floculantes ont des
masses moléculaires voisines (10.000 et 9.500 daltons

respectievement).

Les sous-fractions (Al) éléments majeurs, ont été ensuite
analysées. Préalablement leur homogénéité a été vérifiée par
électrophorése sur papier qui met en évidence une seule bande.
Cependant, une électrophorése sur gel de polyacrylamide en
présence de SDS révéle plusieurs bandes (figure 97) qui sont
attribuées a 1l'effet du SDS sur les sous unités des
glycoprotéines (YAMADA et al., 1985).
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L'apparition de ces bandes a été signalée pour des manno-
protéines d'autres levures (YAMADA et al., 1983; ELORZA et al.,
1985). Les séparations électrophorétiques illustrées par 1la
figure 97 montrent par ailleurs des diagrammes électro-
phorétiques différents. En effet, le nombre de bandes mis en
évidence dans les sous-fractions Al des parois de K, lactis
floculante est plus élevée que celui des sous-fractions Al des
parois de K, lactis non floculante, ceci indiquerait que les
sous-fractions Al de la souche floculante sont plus complexes.

pMx103
daltons

Fig. 97: Electrophorése sur gel de polyacrylamide en présence
de SDS des fractions Al de K, lactis floculante et
non floculante
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II.3.3. ETUDE COMPAREE DES SOUS-FRACTIONS Al

IT.3.3.1. COMPOISITION CHIMIQUE GLOBALE DES
SOUS-FRACTIONS Al

Pour obtenir leur composition chimique, les sous-fractions
A4 sont soumises a une hydrolyse acide (HCl). Les conditions
optimales de libération des constituants ont été déterminées 2
l'aide de courbes cinétiques (figures 98, 99 et 100).

550
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300+
250
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Bpt-r——a—————————
0 1 2 3 4 5 6 7 8
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Fig. 98: cimétique de libération des oses par hydrolyse
HCZ~ 2N des sous-fractions (Al) des parois de
. lactls floculante (KLF) et non floculante
(XZ_.NF)
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Les résultats des analyses chimiques des constituants des
sous-fractions (Al) sont rapportés dans le Tableau 33.

TABLEAU 33: Composition chimique globale des sous-
fractions (Al) issues des parois de X lactis
floculante et non floculante, traitées &
1'éthylénediamine

SOUCHES KLF KLNF
CONSTITUANTS
oses totaux 85,71 72,53
Hexosamines 0,63 1,23
Acides aminés
totaux (AA) 10,17 15,50
Phosphore (P) 2,07 0,98
Man/Glc 4,20 2,13
Hexoses/AA 8,43 4,68
Hexoses /P 41,40 74,01
AA/P 4,91 15,82

(Résultats exprimés en % de matiére séche)

L'examen de la composition globale des sous-fractions(Al),
montre qu'elle est pratiquement semblable a celle des fractions
initiales. En effet, nous observons des variations . Heg
principaux constituants entre les sous-fractions de 1la sotthe
floculante et de la souche non floculante qui vont dans le méme
sens que celles des fractions initiales.

L'analyse qualitative des hexoses par chromatographie en
phase gazeuse, met en évidence comme pour les fractions
initiales, la présence de mannose et du glucose dont 1la teneur
est faible par rapport & celle des fractions initiales (figure
100bis).

En effet, on note une augmentation du rapport Man/Glc

ausi bien dans les sous-fractions issues des souches floculante
que non floculante.
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TABLEAU 34: Composition en acides aminés
(Al) des parois de K, lactis

et de
tyrosine
en particulier

des

aminés

les

(Tableau
des
la

les

sous-fractions
floculante et non

floculante, traitées & 1'éthylénediamine
KLF KLNF
ue/mg % AA ug/mg % AA
AA

ASP 9,49 9,23 10,42 8,68
Thr 17,61 17,13 15,24 12,69
Ser 12,57 12,22 11,36 9,46
Glu 14,75 14,34 15,69 13,07
Pro 5,12 4,98 5,95 4,95
Gly 5,16 5,01 8,45 7,02
Ala 9,32 9,06 10,71 8,92
Val 6,23 6,10 7,86 6,54
Ile 4,37 4,05 6,47 5,39
Leu 4,62 4,49 7,56 6,29
Tyr 1,70 1,65 2,85 2,37
Phe 1,93 1,87 3,65 3,04
Lys 5,16 5,01 6,74 5,61
His 3,59 3,49 4,29 3,57
Arg 1,33 1,29 2,78 2,31
Total| 102,8 99,83 120,02 99,91

(Résultats exprimés en % de matiére séche

- 185 -

acides
34
acides
sérine.
l'argénine




14

70 101 107 747 L7 1)

L A P02,

P22

WO s

L2 P,

LS8 2 I AL,

LA P72 T A2 A

LT LIS LA/ ST 587 2HL I3 10 20T H S0 1 2

LAV SR ISR A

V2P 2 27 2272

V2722 L 2 A 27 227 2 IR LV I 2 008 \.\\ \\\\\\\\\\\\\\\,\\V 2

L/ L7 217 207 LIS U LA TR0 A LA S T A S

T 28/ L4177 L7 LIS LE2 LFL T, LAS LS SIS AR SIS T LA IY I LI AT L LB SO SO S (HT

A S A S AL A T LAY SO A AT I S P

ILE LEU TYR PHE LYS HIS ARG
ACIDES AMINES

ASP THR SER GLU PRO GLY ALA VAL

18

164

14

12

SIANIWY $3AIDoV.a %

T T T T T T
o 2] 0 < N o
..I

S/FA1 DES PAROIS NFJ

w
@
Q
2
<
o
o
w
o)
<
&
@
7
A

Variation de la teneur en acides aminés des

sous-fractions Al des parois de K.
traitées & l'éthyléned

HISTOGRAMME 5

lactis,

iamine

186



II1.3.3.2 ACETOLYSE DES SOUS-FRACTIONS (Al)

Les sous- fractions (Al) purifiées par filtration sur
Ultrogel sont soumises & une acétolyse selon 1la méthode de
KOCOUREK et BALLOU (1969). Ce traitement permet 1la libération
d'oligosaccharides de faibles poids moléculaires.

Les acétolysats obtenus sont séparés par filtration sur
Biogel P2. Sur une partie aliquote des éluats nous avons
effectué le dosage des oses et des proteines.

La figure 101 (a et b) illustrent les spectres d'acétolyse
des sous -fractions (Al) obtenues. Elle montrent que les
spectres d'acétolyse des sous-fractions (Al) des souches
floculante et non floculante présentent une similtude. En effet,
dans les deux cas nous obtenons six pics dont un est exclu.

Le dosage des protéines contenues dans les acétolysats,
effectué par UV a 280nm, fait apparaitre un profil constitué de
cing pics essentiels ne correspondant pas aux cing pics mis en
évidence par le dosage des oses totaux.

Les masses moléculaires des différents composés séparés

-

sont estimées a l'aide d'une courbe étalon (figures 102 et 103).

Par une évaluation de la surface des pics obtenus par
filtration sur Biogel P2 des produits d'acétolyse, nous avons
déterminé, pa repport au mannose, le taux des différents
oligosacchari es séparés (Tableaux 35 et 36).

TABLEAU 35: Composition chimique des sous- fractions
issues de l'acétolyse des fractions (Al)
de K. lactis floculante

CONSTITUANTS - . . i;;ﬁg: o -
FRACTIONS
I 181 1 ++ = - -
£ 348 | 1,1 +++ = % .
III 529 | 1,5[++++ " - _
IV 682 | 1,4 |++++ = + -
A% 730 0,4 + T T +
MM: masse moléculaire P : phosphore
RM: rapports estimés en considérant GlcN: glucosamine

le nombre de moles de mannose
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TABLEAU 36: Composition chimique des sous-fractions
issues de l'acétolyse des fractions (Al)
de K, lactis non floculante

CONSTITUANTS ACIDES
MM RM |[OSES |AMINES| P GlcN
FRACTIONS
I 178 1 ik s = .
II 334 1,9 +++ = —- -
I1I 520 1,2 444+ - = >
1V 670 |1,05|++++ - -
\' 730 0,3 + T T -
(MM) : Masse moléculaire
(RM) : Rapports estimés en considérant lenombre
de moles de mannose
{T) : Traces
(-) : Non détecté par l'analyse chimique

D'aprés les résultats, il ressort que les sous-fyractions
I, II et III correspondent respectivement aux pics des mono, di
et trisaccharides. La sous - fraction IV est constituée d'un
manotétraose (phosphate). En effet la présence de phosphore a
été mise en évidence bien que sa concentration soit faible.
D'aprés sa masse moléculaire, la sous-fraction V correspondrait
a un pentasaccharide, en fait il s'agit d'un trisaccharide 1ié
a4 une molécule de N—acétyl—glucosaminé (Man3 GlcNac); cette
derniére est révélée par 1le dosage chimique. D'autre part,
l'analyse chimique de cette fraction (V) fait apparaitre 1la
présence, a 1l'état de trace, d'acides aminés qui peuvent
provenir trés probablement d'une contamination.

Si 1l'on compare la composition des différentes fractions
séparées aprés acétolyse, en relation avec 1le caractére
floculant, il apparait une différence de structure entre les
glycoprotéines des parois de la souche floculante et celles de
la souche non floculante. En effet 1les sous-fractions (Al)
issues des parois de la souche floculante sont plus riches en
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tétrasaccharides que celle de la souche non floculante qui, en
revanche, contiennent plus de disaccharides; ceci permet
d'admettre que 1la glycoprotéine de 1la souche floculante est
plus ramifiée.

Afin de vérifier les résultats obtenus par filtration sur
Biogel P2, les différentes fractions ont été soumises 4 une
chromatographie sur couche mince et identifiées par rapport a
des témoins. Les rapportsfrontaux des différents constituants
confirement les résultats obtenus par identification a partir
des masses moléculaires (Tableau 37).

TABLEAU 37: Rapports frontaux (RF) des oligosaccharides
temoins et des sous-fractions issues de
ltacétolyse des fractions (Al) des
parois de K. lactis floculante
et non floculante

TEMOINS KLF KLNF

COMPOSES RF FRACTIONS | RF FRACTIONS RF
Mannose 0,73 I 0,70 I 0,71
Mannobiose 0,56 II 0,55 1T 0,57
Mannotriose 0,45 I11 0,43 111 0,44
Mannotétraose 0,36 IV 0,34 1V 0,35
Mannopentose 0,20 \' 0,42 \' 0,40
n?:;:;;agzntose 0,08 VI 0,1 VI 0,09

CCM : butanol /éthanol/eau :5/3/2 (v/v)

I1.3.3.3. REACTION DE B~-ELIMINATION ET ANALYSE
DES PRODUITS OBTENUS

L'étude de 1a structure des mannoprotéine pariétales

nécessitent la détermination de 1la composition des parties
glucidiques, protéiques et leur point d'attache.
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La mise en évidence des liaisons O-glycosidiques et
principalement basée sur la réaction de B-élimination a été
établi par MONTREUIL et al., (1967).

KORN et NORTHCOTE (1969) ont extrait des parois de levures
de boulangerie, traitées par 1'éthylénediamine, des
glycopeptides contenant du mannose et la réaction de
B-élimination, & laquelle ils les ont soumis, leur a permis de
montrer la présence de liaisons osidiques entre mannose, sérine
et thréonine.

Nous avons soumis les sous-fractions (Al) a la réaction de
B-élimination et analysé les produits issus. En principe 1la
comparaison des teneurs en sérine, thréonine et alanine avant et
aprés la réaction de B-élimination permettra de déterminer la
nature de 1'acide aminé impliqué.

Préalablement, nous avons déterminé le temps optimal de la
réaction de B-élimination. La figure 104 illustre la courbe de
cinétique de la réaction dont 1'optimal est de 30 heures.

0.65+
06
0.55+
0.5
0.451
0.4+
&35ﬂ
0.3+
0.25+
0.2
0.15
0

ABS (485nm)

T T T

5 10 15 20 25 30 35 40
TEMPS (h)

Fig. 104: Cinétique de la réaction de B-élimination
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Les composés libérés par B-élimination sont séparés
sélectivement par filtration sur colonne de Biogel P2, ils sont
ensuite caractérisés par le réactif au phénol sulférique.

La figure 105 illustre le profil d'élution des produits de
la réaction de B-élimination. Nous observons treois fractions
dont l'une est exlue. D'aprés leurs masses moléculaires les
fractions inclues F2 et F3 correspondraient au mannobiose et
mannose. Elles representent respectivement, environ 15 et 5 %
Nous remarquons, par ailleurs, que les teneurs de ces fractions
sont légérement plus élevées lorsque la souche est floculante.
La fraction exclue (F1) est quantitativement 1la plus importante
(80% environ).

Les différentes fractions sont récupérées, lyophylisdées et
analysées.

0.6
F1 ————

_ KLF

0.51
E F2 ——
D 0.4- KLNF
$ e F3
» ]
@ 03
<

0.2

0.11

ol d

0 100 200 300 400 500 600
VOLUME D’ELUTION (ml)

Fig. 105: Profil d'élution sur Biogel Pz des produits
obtenus par B-élimination des fractions(Al) de
K, lactils floculante (KLF) X, lactisnon et non
floculante (KLNF)
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II1.3.3.3.1. ANALYSE DES FRACTIONS F1

La composition chimique globale des fractions F1
obtenues par B-élimination et filtration sur Biogel P2 est
rapportée dans le tableau 38.

TABLEAU 38:Composition chimique globale des fractions F1
exclues du Biogel P2 obtenues par réaction de
B-élimination

SOUCHES

KLF KLNF
CONSTITUANTS
Hexoses 77,55 70,6
totaux
Hexosamines 0,92 1,19

acides aminés 9,45 12,70
totaux (AA)

Phosphore 1,58 0,83
Hexoses/AA 8,21 5,56
Hexoses/p 49,08 85,06
AA/P 5,98 15,03

(Résultats exprimés en % de matiére séche)

I1 ressort de ce tableau, d'une maniére générale, dque la
fraction Fl1 est de nature glycoprotéique comme la sous- fraction
Al initiale.

L*'analyse qualitative des acides aminés de la fraction F1
met en évidence un profil similaire a celui de la sous-fraction
Al, A 1l'exception de la sérine dont on note une baisse
importante, aprés B-élimination, de 1l'ordre de 61% et 66%
respectivement pour les fractions issues des parois de K, lactis
floculante et non floculante. Ce résultat indique que la sérine
participe a la liaison O-glycosidique.

De méme, la réaction de B-élimination entraine une baisse

relativement faible de la thréonine (10,68% et 11,74%) et de 1la
tyrosine (5,88 et 5,48%) (tableau 39) et ceci indique qu'il
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n'est pas exclu qu'un faible pourcentage de thréonine soit
impliqué dans la liaison O-glycosidique. Cependant, la réaction
de B-élimination appliquée aux PPM d'autres levures telles que
$. cerevistiae, K. aptculata, entraine une perte en différents
acides aminés entre autres 1'acide glutamique, 1la glycine,
l'alanine, la leucine, l'isoleucine.... (CHARPENTIER, 1979).

L'analyse des oses, de la fraction F1, aprés hydrolyse,
sous forme d'acétates d'alditols, par chromatographie en phase

gazeuse, ne révele que la présence de mannose (figure 106a et b).

D'aprés YAMADA et al., (1983) qui ont étudié les produits

de B-élimination des mannoprotéines de Mucor rouxit, ces
mannoprotéines sont constituées de chalines d'oligosaccharides
liées a la protéine "core" par 1'intermédiaire de résidus

asparagine par liaison O-glycosidique labile.

II.3.4.3.2 ACTION DE LA PRONASE SUR LA FRACTION F1

L'analyse de la fraction F1, aprés rupture des 1liaisons
O-glycosidiques, montre encore la présence de N-acétyl
glucosamine et de mannose qui peuvent &tre engagés dans des
liaisons N-glycosidiques.

La fraction F1 a été soumise a un traitement par 1la
pronase qui permet de rompre 1les 1liaisons peptidiques de 1la
chaine protéique a 1'exclusion de la liaison acide
aspartique-N-acétyl-glucosamine. Ce traitement conduit a
l1'obtention de glycoaminoacides dont on détermine ensuite 1la
composition.

Aprés digestion enzymatique, l'enzyme est précipitée par
l'acide trichloracétique (TCA) et éliminée. Aprés passage sur
résines échangeuses d'ions DOWEX 50wx 8 et Duolite Al1l02D, les
solutions sont concentrées et filtrées sur Biogel P2. On obtient
une fraction F'l exclue (Figure 107).

La composition chimique des fractions F'l se distingue
de celle des fractions Fl par une augmentation de la teneur en
mannose en particulier dans la fraction issue des parois de 1la
souche floculante.
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TABLEAU 39: Pourcentage de perte de différents acides aminés
au cours de la réaction B-élimination sur les

fractions Fl de K.lactis floculante et non
floculante
KLF KLF
% Avant % Aprés % Avant % Aprés
tesd
B_élimina |B-é1limina| L S *®S B ¢limina |B-&limina | L crtes
tion tion tion tion
Asp 9,23 9,29 0,0 8,68 8,8 0,0
Thr 17,13 15,3 10,68 12,69 11,20 11,74
12,22 4,70 61,53 9,46 3,18 66,38
Ser
Glu 14,34 14,56 0,0 13,07 13,20 0,0
Pro 4,98 5,20 0,0 4,95 5,70 0,0
5,01 5,30 0,0 7,02 7,32 0,0
Gly
9,06 10,51 0,0 8,92 9,10 0,0
Ala
Vit 6,10 6,80 0,00 6,54 6,82 0,0
4,05 4,25 0,0 5,39 5,70 0,0
Ile
Leu 4,49 5,18 0,0 6,29 6,85 0,0
1,65 1,60 5,88 2,37 2,24 5,48
Tyr
1,87 1,98 0,0 3,04 3,10 0,0
Phe
5,010 5,17 0,0 5,61 5,70 0,0
Lys
. 3,49 3,53 0,0 3,57 3,66 0,0
His
1,29 1,36 0,0 2,31 2,42 0,0
Arg
TOTAL 99,83 94,97 78,09 99,91 94,99 83,60

Résultats exprimés en % de matiére séche
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Fig.
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Chromatogramme des acétates d'alditols des produits
témoins (a)(Wffucose, (2) mannose, (3) galactose,

(4) glucose, (5) inositol; et des produits d'hydrolyse
de la fraction Fl de K, lactis floculante (b) et non
floculante (c), obtenues aprés B-élimination
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Fig. 107: Profil d'élution sur Biogel P2 des produits obtenus
par action de la pronase sur les fractions F1 des
parois de K, lactis floculante (KLF) et non floculante
(XLNF)
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L'analyse des acides aminés par auto-analyseur met en
évidence la présence prépondérante de l'acide aspartique et de
la glucosamine dans un rapport (Asp/GlcN) de 4.19 et 2.77
respectivement pour les fractions issues des parois de levures
floculante et non floculante (Tableau 40).

TABLEAU 40: Teneur en acide aspartique, glucosamine
mannose et phosphore des fractions (F'1l)
de K, lactis floculante (KLF) et
non floculante (KLNF)

FRACTIONS
CONSTITUANTS F'l de KLF F'l de KLNF
Oses (Mannose) 75.23 72.35
ASP 21.50 25.24
GlcN 5.12 9.10
Phosphore 0.90 0.35
ASP/G1cN 4.19 2.
Man/GLCN 16.64 9.04
i S

(Résultats exprimés en % de matiére séche)

ASP: acide aspartique
GlcN: glucosamine
Man : Mannose

Cette analyse indique par ailleurs la présence en faible
teneur de sérine, thréonine et acide glutamique qui proviendrait
d'une hydrolyse partielle de la pronase.

L'analyse des oses, sous forme d'acétates d'alditols, par

chromatographie en phase gazeuse indique la présence exclusive
du mannose (figure 108).
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Fig. 108: Chromatogramme des acétates d'alditols des
temoins (a) :(1) fucose, (2) mannose, (3)
galactose, (4) glucose, (5) inositol;
et des produits d'hydrolyse des
fractions (F'l) des parois de K, lactis
floculante (b) et non floculante (c)
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I1I.4. DI SCUSSION

Le traitement a 1l'éthylénediamine des parois de K, lactis
floculante et non floculante nous a permis de recueillir trois
fractions (A,B,C).

L'analyse chimique globale de ces trois fractions a montré
que seule la fraction (A), de nature glycoprotéique, présente
une corrélation avec la floculation.

En effet, dans les fractions (A) des parois des 1levures
floculantes, il y a une augmentation notable de 1la teneur en
oses neutres par rapport a celle obtenue dans 1la fraction (A)
des parois de levures non floculantes.

Par contre, le taux des oses neutres dans les fractions
(C) des deux types de parois sont voisins; cette observation
confirme 1les résultats obtenus dans 1'analyse globale des
parois: augmentation du taux des oses neutres dans les parois
des levures floculantes ceci serait, en toute évidence, en
relation avec une synthése accrue de polyméres a base de mannose
dans les parois de levures floculantes (AMRI et al., 1982)

L'analyse chimique globale des trois fractions montre, par
ailleurs, que la fraction (A) est plus riche en phosphore que
les autres fractions. Cette méme analyse met en évidence que 1la
teneur en phosphore de la fraction (A) des parois de K lactils
floculante est plus élevée que celle de 1la fra:/ cion (A) des
parois de K, lactis non floculante. Ceci indique gue les parois
de K. lactis floculante ont des teneurs plus élevées en mannanes
qui sont davantage phosphorylés.

L'estimation de la chitine, polymére & base de N- acétyl
glucosamine dans les fractions (C) montre qu'il n'y a pas de
différence significative entre la teneur des parois de K, lactis
floculante et celle des parois de K, lactis non floculante; en
revanche, dans 1les fractions (A) des parois des levures
floculantes le taux en hexosamine est nettement inférieur a
celui des fractions (A) des parois de levures non floculantes.
Ce résultat laisse clairement apparaitre que la baisse de 1la
teneur en hexosamine dans les parois de levures floculantes est
due a la quantité d'hexosamines impliquées dans la structure du
complexe peptidomannane responsable du phénoméne de floculation.

L'analyse détaillée de 1la fraction (A) de K laciis
floculante et de K, lactis non floculante aprés purification, a
permis d'identifier une glycoprotéine, constituant majeur, dont

les masses moléculaires sont estimées a 3/40.10S et 310. 10a
daltons respectivement pour la glycoprotéine des parois de KLF
et celle de KLNF. D'une maniére générale, les variations des
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principaux constituants de ces glycoprotéines vont dans le méme
sens que celles des fractions (A) brutes et celles des parois
entiéres.

L'étude des différentes fractions séparées aprés acétolyse
fait apparaitre une différence de structure en relation avec le
caractére floculant; en effet les glycoprotéines issues des
parois de la souche floculante sont plus riches en tri et
tétrasaccharides par rapport a celles issues des parois de 1la
souche non floculante qui, en revanche, sont plus riches en
disaccharides; ceci implique que 1la glycoprotéine de 1la souche
floculante est, a priori, plus ramifiée.

Les glycoprotéines purifiées, isolées des parois de
K,lactls floculante et non floculante ont eté soumises a 1la
réaction de 3-élimination gui met en évidence 1la présence de
liaisons osidiques entre le mannose et la sérine. Ce résultat
confirme ceux de plusieurs auteurs entre autres NAKAJIMA et
BALLOU (1974), COLONNA et LAMPEN (1974), LELEU (1977), YAMADA

et al., (1983).

Parmi 1les oligosides obtenus par [3-élimination, le
mannobiose est le plus important et constitue vraisemblablement
les nombreuses petites chaines du mannane de K, lactils. Ce

résultat concorde avec ceux obtenus par divers auteurs pour le
peptidomannane de §. cerevisiae,

La présence d'un polysaccharide contenant de 1
glucosamine, résistant 4 la réaction de pB-élimination indique
que ces composés sont liés aux protéines par liaison

N-glycosidique; cette observation confirme celle de YAMADA et
al., (1983) qui ont soumis une mannoprotéine de Mucor rouxii a
la réaction de f3-élimination, selon ces auteurs, la biosyntheése
de mannoprotéines chez M, rouxiil, serait contrdlée par des (1
2) ou (1 -6) a-D- mannosyltransférases. De leur cd6té; NAKAJIMA
et BALLOU (1974) ont montré pour 1les peptidomannanes de §,
cerevisiqe soumis a la f3-élimination et l'acétolyse,
l'intervention des mémes mannosyltransférases au cours de 1la
synthése des oligosides liés a la sérine et a la thréonine et au
cours de celle du mannane proprement dit.

L'action de la pronase, sur les peptidomannanes issus de
la réaction de 3~ élimination a mis en évidence la liaison entre
N-acétyl-glucosamine et l'acide aspartique ce résultat concorde
avec celui de NAKAJIMA et BALLOU (1974) qui ont apporté la
preuve de l'existence de telles liaisons dans le peptidomannane
de S.cerevisiae, obtenu par (3. élimination et soumis a un
chauffage en présence de soude et de borhydrure de sodium. Ces
auteurs ont par ailleurs précisé la structure de 1la région de
fixation entre le polysaccharide et la protéine par dégradation
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enzymatique du peptidomannane de S, cerevisiae. Sous l'action
d'une endo ol (1 - 6 )-mannase et d'une endo-f3-
N-acétyl-glucosamidase, ce peptidomannane libére un fragment
constitué d'unités mannose et d'une seule mole de glucosamine
située a l'extrémité non réductrice.

Enfin CHARPENTIER (1979) a indiqué un rapport acide
aspartique/glucosamine égal a 1 pour 1le peptidomannane de §,
cerevisiae. Ce rapport varie avec 1l'espéce de levure puisque
LELEU (1977) obtient pour les mannanes de C(, tropicalils un
rapport égal a 0.5. Dans le cas des levures K, lactils ce rapport
varie de 2 a 4 selon 1le degré de floculation de la
souche. Lorsque la levure est floculante ce rapport est 2 fois
plus élevé. Ceci confirme les résultats précédents indiquant 1la
richesse des parois de levures non floculantes en glucosamine.
De plus, il est admis actuellement que 2 molécules de GlcNaC
interviennent dans les liaisons N-osidiques.

III. ETUDE DES PHOSPHOPEPTIDOMANNES (PPM)
OBTENUS PAR ACTION DE LA CYTOHELICASE
SUR LES PAROIS DE K, lactis FLOCULANTE
ET NON FLOCULANTE

IIXI.]. ISOLEMENT DES PPM

L'isc ement des constituants pariétaux peut-étre effectué
par diverses méthodes a partir de parois isolées ou de cellules
entiéres.

EDDY (1958) a soumis les parois de S, c¢erevisiae a l'action
de la papaine et a précipité a partir du digestat additionné de
liqueur de Fehling une mannoprotéine

CAWLEY et al., (1972) ont utilisé la pronase qui libére 2
partir des parois de $, cerevisiae un PPM qui est isolé par
chromatographie sur DEAE- cellulose ou précipitation au borate
de cétavelon.

BAUER et al.(1972) ont isolé un mannane des parois de
levures de boulangerie par action de la fi-glucanase.Les
f3-glucanases sont particuliérement utilisées pour la production
de protoplastes (BACON, 1973; BISEAU et al., 1973). Ces enzymes
ont été utilisées égalemnt pour l'extraction de peptidomannanes
des parois de levures (EDDY et LONGTON, 1969; SHIBATA et al.,
1974; PASTOR et al., 1984). L'emploi des glucanases présente
l'avantage de permettre 1l'obtention de molécules de masse
moléculaire élevée tout en évitant leur dénaturation.
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Afin de comparer avec les PPM obtenus par voie chimique,
nous avons fractionné les parois de levures K, lactis floculante
et non floculante, par un traitement & la cytohélicase. Cette
préparation enzymatique est composée en grande partie par des f3-
(15 3) glucanases et peuvent contenir d'autres enzymes
contaminantes telles que les protéases, estérases et mannases,
selon leur degré de purification.

I1I.2. ETUDE DES PPM ISOLES DES PAROIS DE
K, lactls PAR LA CYTOHELICASE

I1II.2.1. RENDEMENTS PONDERAUX

Le fractionnement des parois de K, lactls floculante et
non floculante par la cytohélicase a été effectué selon le
protocole décrit dans "Matériel et Méthodes".

l'action de la cytohélicase sur 1les parois permet de
recueillir aprés centrifugation deux fractions: 1'une soluble
dans l'eau (A) et l'autre insoluble (R).

Les rendements pondéraux représentent 95,9% et 96,1% pour
la fraction (A) et 3.2% et 2.8% pour 1la fraction (R),
respectivement pour les parois de K, lactis floculante et non
floculante.

La fraction (R) 71 :présente un faible pourcentage et
résulterait d'une action incompléte de la cytohélicase.

ITI.2.2. PURIFICATION DES FRACTIONS OBTENUES PAR
ACTION DE LA CYTOHELICASE SUR LES PAROIS

La fraction (A) a été d'abord filtrée sur colonne de gel
Trisacryl GF 2000. Nous obtenons un produit élué en une seule
fraction (figure 109).

Les produits obtenus ont été ensuite filtrés sur Ultrogel
ACA 22. Les produits de filtration sont d'abord caractérisés par
un dosage des oses. Le profil d'élution fait apparaitre, pour
les deux souches, deux pics inclus (figure 110).

Le profil d'élution caractérisé par Ile dosage des
protéines est semblable & celui des oses; nous observons en
effet deux pics inclus pour les fractions issues, aussi bien,
des parois de 1la souche floculante que de 1la souche non
floculante. Cependant, le dosage du phosphore dans les fractions
séparées montre un seul pic correspondant au pic 1 révélé par le
dosage des oses (figure 112).
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Nous avons, par ailleurs, caractérisé les éluats par un
dosage des protéines a 280 nm, et du phosphore. Les profils
obtenus sont illustrés par les figures 111 et 112.

Pour localiser les pics correspondant a l'enzyme utilisée
(cytohélicase), nous avons vérifié son profil par filtration
d'une solution de 1l'enzyme et de 1la paroi non hydrolysée.
L'enzyme est alors éluée par un volume correspondant 3 celui du
pic 2.

A l1l'aide de 1a courbe étalon (figure 96), nous avons
estimé les masses moléculaires des fractions (A) a
350.103da1tons et 320.103 daltons respectivement pour les
fractions issues des parois de la souche floculante et non
floculante.

Afin de vérifier 1'homogénéité des fractions (A), nous
avons d'abord réalisé une chromatographie sur papier qui réveéle
une seule bande. Cependant, une électrophorése sur gel de
polyacrylamide en présence de SDS fait apparaitre plusieurs

bandes (figure 113) qui proviendraient des sous-unités
1.4
1.2 KLF (PROT.)
e 4 —
5 1 KLNF(PROT.)
ga 0.8+
Sour”’
) 0.61
(31]
< 0.4
0.2

%0 50 100 150 200 250 300
VOLUME D’ELUTION (ml)

Fig. 111: Profil d'élution sur Ultrogel ACA 22
des PPM des parois de K, lactis floculante
(KLF) et non floculante (KLNF) obtenus aprés action
de la cytohélicase (Dosage des protéines)
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Fig. 112: Profil d'élution sur Ultrogel ACA22 des PPM des
parois de K. lactis floculante (KLF) et non
floculante (KLNF) obtenus aprés action de la
cytohélicase (dosage du phosphore)

PMx10°
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Fig. 113: Electrophorése sur gel de polyacrylamide en
présence de SDS, des fractions A obtenues aprés
action de la cytohélicase sur les parois de
K. lactis floculantes (F) et non cfloculante (NF)e
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constituant les glycoprotéines isolées. Le profil
électrophorétique montre une 1légére différence entre les
fractions de K, lactis floculante et non floculante. I1 met en
évidence la présence de bandes de faibles masses moléculaires
plus nombreuses dans les fractions de 1la souche floculante,
ceci confirmerait les hypothéses selon lesquelles les
glycoprotéines des parois de XK, lactis floculante seraient plus
ramifiées.

Les fractions (A) ont été ensuite concentrées,
lyophilisées et analysées.

II1.2.3. ANALYSE DES FRACTIONS (A) OBTENUES PAR ACTION DE
LA CYTOHELICASE SUR LES PAROIS DE K, lacttis
FLOCULANTE ET NON FLOCULANTE

I11.2.3.1. COMPOSITION CHIMIQUE GLOBALE

Les extraits ont été d'abord soumis a 1'hydrolyse HC1
pour déterminer 1les conditions optimales de 1libération des
différents constituants.

Les figures 114, 115 et 116 illustrent 1les cinétiques de
libération des oses, des hexosamines et des icides aminés.

La composition chimique globale des fractions est
indiquée dans le tableau 41.

I1 ressort de cette analyse que 1'action de la
cytohélicase oboutit a 1'isolement de fractions de nature
phosphopeptidomannane, caractérisées par 1la teneur élevée en
oses. Les teneurs en différents constituants varient pour les
deux souches dans le méme sens que les parois: En effet, les
acides aminés sont en quantité plus élevée dans la fraction des
parois de la levure non floculante; inversement, les oses, le
phosphore et le calcium sont plus abondants dans la fraction des
parois de la levure floculante.Cependant, 1la comparaison des
compositions en acides aminés des deux fractions montre que ces
différences sont moins marquées (Tableau 42 et histogramme 6).
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Fig. 114: Cinétique de 1libération des oses par
hydrolyse HC1l 2N des fractions (A) obtnues
aprés action de la cytohélicase sur les parois
de K, lactis floculante (KLF) et non
floculante (KLNF)
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ig. 115: Cinétique de 1libération des hexosamines par
hydrolyse HCl1l 6 N des fractions (A) obtenues
aprés action de 1la cytohélicase sur les
parois de K, lactis floculante (KLF et non
floculante (KLNF)
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Fig.

ug/mg D’ACIDES AMINES
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Cinétique de libération des acides aminés par
hydrolyse HCL 6N des fractions (A) obtenues
aprés action de la cytohélicase sur les parois

de K, lactis floculante (KLF) et non floculante
(KLNF)

TABLEAU 41: Composition chimique globale des fractions (A)

extraites des parois de K.lactis floculante et
non floculante par action de la cytohélicase

SOUCHES FRACTION FRACTION
CONSTITUANTS HE BLE BB WL
Oses neutres 80.92 75.65
Hexosamines et Gs2d
Acides aminés 12.47 15.39
totaux (AA)
Phosphore (P) S0 0.92
Calcium 0.02 0.012
Man/Glc 1236 10.22
Oses /AA 6.48 4.91
Oses/P 59.5 82.22
AA/P 9.16 16.72

(Résultats exprimés en % de matiére seéche)
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TABLEAU 42: Composition en acides aminés des fractions
(A) Obtenues aprés action de la cytohélicase
sur les parois de K. lactits floculante et
non floculante

KLF KLNF

AA pg/mg | % AA ug/mg % AA
Asp 10.57 8.96 11.08 9.11
Thr 16.44 13.93 15.70 12.91
Ser 10.70 9.07 11.20 9.21
GLU 10.85 9.20 8.30 6.82
Pro 6.99 5.92 9.34 7.68
Gly 5.79 4.90 7.82 6.43
ALa 7.86 6.66 9.17 7.54
val 7.61 6.45 8.36 6.87
11E 5.18 4.39 5.32 4.37
Leu 5.88 4.98 6.18 5.08
Tyr 46 4.63 5.36 4.41
Phe 4.08 4.31 4.83 3.97
Lys 7.93 6.72 8.60 7.07
His 7.76 6.58 6.34 5.21
Arg 3.87 3.28 4.0 3.29
Total 117.97 121.60

(Résultats exprimés en % de matiére séche)

L*identification des sucres par chromatographie en phase
gazeuse, Ssous forme d'acétates d'alditols, montre une
prédominance du mannose, toutefois nous notons la présence du
glucose, en faible quantité mais, relativement plus importante
dans la fraction de la souche non floculante (Figures 117 et
118).
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Fig.
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118:

LJLJU

10 20 30

Tp (MN)

117: Chromatogramme des acétates d'alditols des
produits temoins:

(1) Fucose, (2) Mannose, (3) Galactose,
(4) Glucose, (5) Inositol
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Chromatogrammes des acétates d'alditols des
produits d'hydrolyse des fractions (A) des
parois de X, leactis floculante (a) et non
floculante (b) obtenues aprés action de la
cytohélicase
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IIT.2.4. ETUDE DE L'ACTIVITE DES PPM ISOLES DES
PAROIS APRES ACTION DE LA CYTOHELICASE

Le phosphopeptidemannane extrait & partir des parois de
levures floculantes aurait vrai.semblablement, au niveau de 1la
paroi, un rbéle inhérant dans le mécanisme de 1la floculation.
Aprés l'avoir séparé de son site, nous avons réalisé une série
de tests afin de rechercher une éventuelle activité de 1liaison,
particuliérement du type lectinique.

IIT.2.4.1. TESTS DE DEFLOCULATION ET DE REFLOCULATION

Des quantités croissantes de phosphopeptidomannanes (10 a
160 mg/ml) ont été ajoutées a4 des suspensions de levures
floculantes dans 10ml de milieu de culture ou de tampon acétqte
de Helm contenant environ 2mg de matiére séche par ml. Apres
agitation et 30 minutes de repos, nous n'observons pas de
défloculation.

L'action sur des cellules dispersées a été testée. Aprés
défloculation des cellules par le galactose, le
phosphopeptidomannane est ajouté a différentes concentrations.
Nous observons alors une refloculation des levures en suspension
aussi bien dans le milieu de culture que dans le tampon acétate
de Helm, sous l'action de PPM. Le maximum de refloculatio est
obtenu avec une concentration en PPM de 100mg/ml (figure 119).
Le galactose, 4 une concentration de 15mg/ml reverse cette
floculation.

Les mémes tests réalisés avec les PPM extraits des parois
de levures non floculantes, se sont révélés négatifs aussi bien
sur les cellules potentiellement floculantes que sur les
cellules non floculantes.

IIT.2.4.2. TESTS DE PRECIPITATION DES PPM
PAR LA CONCANAVALINE A (CON A)

Les phosphopeptidomannanes mis en contact avec la con A,
réagissent en formant un trouble. Les turbidités obtenues et
comparées a celles du temoin montrent que l'intéraction avec les
PPM des parois de 1levures floculantes est plus grande par
rapport a celles observées avec les PPM des parois de 1levures
non floculantes (figure 120). L'intéraction des PPM des parois
de levures floculantes avec la con A est inhibée par addition de
10mg /ml de galactose dans le milieu alors qu'une addition de
100mg/ml de mannose n'a aucun effet.
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Fig. 119: Influence de la concentration en PPM' sur le
pourcentage de floculation de K, lactis en
milieu de culture (MC) et en tampon acétate de
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Fig 120: Courbes de précipitation par la con A
des PPM pariétaux de K, lactis floculante
(KLF) et non floculante (KLNF) obtenus apreés
action de la cytohélicase.
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II1.2.5. ACETOLYSE DES PPM OBTENUS PAR ACTION DE LA
CYTOHELICASE SUR LES PAROIS DE K, lactts

Les PPM ont été soumis 3 une acétolyse selon la méthode de
KOCOUREK et BALLOU (1969).

La filtration de l'acétolysat sur Biogel P2 donne les
spectres indiqués par la figure 121 (a,b,c) qui met en évidence
la présence de six pics dont un exclu, pour les PPM des parois
des deux souches de levure.

1.4

1.2 KLF
£ o8l KLNF
i Ehal
N
o) 06'
m
<< 0.41

0.2

0 gy

0 50 100 150 200 250 300 350
VOLUME D’ELUTION (ml)

Fig. 121: Profil d'élution sur Biogel P2 des produits
d'acétolyse des PPM obtenus aprés action de 1la
cytohélicase sur les parois de X, lacitis floculante
(a) et non floculante (b).

- 216 -



La composition chimique des différentes fractions obtenues
par filtration sur Biogel P2, est déterminée par le dosage des
oses neutres, des acides aminés, d'hexosamines et du phosphore.

Les résultats sont indiqués dans les tableaux 43 et 44. Les
masses moléculaires des composés des différentes fractions sont
estimés a l'aide d'une courbe étalon (figure 103).

TABLEAU 44: Composition chimique des sous-fractions issues
de l'acétolyse des PPM obtenus aprés action
de la cytohélicase sur les parois de
K, lactis floculante

ACID
S/FRACTIONS
FI 182 1 e - - _
FII 350 1.4 o+t - - -
FIII 546 2.46 44 - - -
FIV 668 2.60 o+t - - -
FV 695 0.6 FRF - T +
FVI >1800 / + + + +

MM : masse moléculaire
R rapports estimés eu considérant
le nombre de moles de mannose
(T): traces.
(-): non détecté par l'analyse chimique.

D'aprés les masses moléculaires estimées et les volumes
d'élution, les fractions I,IIet III correspondent respectivement
a4 un mono, di et trisaccharide. La fraction 1IV contient du
phosphore et serait constituée d'un tétrasaccharide phosphate.
Le degré de phosphorylation est plus élevé dans les fractions
des PPM des parois de levures floculantes.

L'analyse des fractions V met en évidence la présence de
glucosamine et de traces de phosphore; elles seraient donc,
constituées d'oligosaccharides faiblement phosphorylés
correspondant aux pentasaccharides, ou 1liés & une molécule de
N-acétyl-glucosamine et correspondrait & des trisaccharides
{Mang GlcNaC) avec présence de tétrasaccharides phosphorylés
{Man4 P).
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TABLEAU 45: Composition chimique des sous-fractions
issues de l'acétolyse des PPM obtenus
par action de la cytohélicase sur les
parois de K, lactis non floculante

CONSTITUANTS )
M| R\ rens | awrnes| P |CLUCOSAMINE
S/FRACTIONS

FI 183 1 -+ = = =

FII 345 2.05 4+ - - .

FIII 550 1.22 4+t - = 2

FIV 670 1.51 +++ - + -

FV 710 0.3 R - T +

FVI >1800 / + + + +

MM : masse moléculaire
R : rapports estimés en considérant
le nombre de moles de mannose
(T): traces.
(-): non détecté par l'analyse chimique.

(+++): constituants majeurs
(++) : constituants dominants

(+)(+): détectable par 1l'analyse chimique

La fraction VI représente les produits ayant des masses
moléculaires supérieures a 1800 daltons. L'analyse de ces
fractions indiquent qu'elles ont une composition chimique
similaire a celle du PPM dont elles sont issues. Elles
renferment en effet, des oses neutres, des acides aminés, des
hexosamines et du phosphore.

D'aprés certains auteurs (YAMADA et al., 1983) ces
fractions résistent 3 1l'acétolyse car elles seraient constituées
d'oligosaccharides composés d'unités mannose 1iés entre elles
par des liaisons 1— 2 et 1 -— 3. Les acides aminés de cette
fraction ont pour origine la partie protéique des
phosphopeptidomannanes, alors que la glucosamine correspondrait
aux unités N-acétyl-chitibioses qui sont restées liées a
l'asparagine de la partie protéique du PPM (NAKAJIMA et BALLOU
1974).
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L'examen des rapports molaires des produits d'acétolyse
exprimés par rapport aux monosaccharides indiquent que les PPM
des parois de levures floculantes sont plus riches en tri et
tétrasaccharides que ceux des levures non floculantes, qui
renferment plus de disaccharides. Ces résultats confirment ceux
obtenus avec les mannoprotéines extraites des parois par
1'étylénediamine.

Pour vérifier 1les résultats de 1'acétolyse et de 1la
filtration sur biogel P2, nous avons identifié les constituants
des acétolysats par chromatographie sur couche mince (CCM) de
gel de silice. Les résultats indiqués sur 1le tableau 46
confirment l'identification établie sur 1la base des masses
moléculaires et des volumes d'élution.

TABLEAU 46: Rapports frontaux (Rf) des oligosaccharides
temoins et des sous-fractions issues de
l'acétolyse.des PPM de K., lactis floculante

TEMOINS PRODUITS D'ACETOLYSE |[PRODUITS D'ACETOLYSE
DES PPM DE KLF DES PPM DE KLNF
[ ) SOUS- SOTS
Composeés R F | FRACTIONS RF FRACTIONS R F
Mannose 0.68 FI1 0.60 FI 0.64
Mannobiose 0.52 FV 0.50 FII 0.53
Mannotriose 0.41 FVIII 0.38 FIII 0.36
Mannotétraose| 0.30 FV1V 0.28 F1V 0.29
Mannopeptose 0.19 FV 0.26 FV 0.25
Dextrane 0.09 FVI 0.18 FVI 0.11
MM>MM pentose
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III 3 DI SCUSSION

Les parois des levures floculantes et non floculantes
soumises a l'action de la cytohélicase libérent un complexe de
nature phosphopeptidomannane représentant la fraction majeure,
de masses moléculaires estimées par filtration sur Ultrogel ACA
22 a 350 et 310.10 daltons respectivement pour les PPM extraits
des parois de levures floculante et non floculante.

Les variations de la composition chimique globale des PPM
obtenus reflétent assez bien celles des parois et des
mannoprotéines obtenues par 1'étlylénediamine. La détermination
du phosphore et du calcium démontre que ces deux éléments
pariétaux se trouvent localisés en grande partie dans ces
fractions.

Lorsque les PPM obtenus par action de la cytohélicase sur
les parois sont soumis A une électrophorése sur gel de
polyacrylamideenprésence de SDS, la présence de plusieurs
bandes laissent supposer que les fractions mannoprotéiques
isolées sont constituées de sous-unités dissociées sous l'action
du SDS. Les résultats confirment ceux obtenus par certains
auteurs (MATSUIL et al., 1985; SALHI, 1986) pour les PPM d'autres
levures.

Comme dans 1le cas des glycoprotéines obtenues par
traitement des parois a 1'étlylénediamine, 1les c-eneurs en
différents constituants des PPM varient en relati'a avec le
caractrére floculant de la levure.

L'analyse qualitative des oses neutres, sous forme
d'acétates d'alditols, par chromatographie en phase gazeuse met
en évidence une faible teneur en glucose, c¢e qui indiquerait,
selon SHIBATA et al., (1983) et PASTOR et al., (1984) 1la
présence de liaisons covalentes entre les unités mannanes et
glucanes ou a l'emprisonnement du peptide par le réseau de
glucane.

Les différents tests de réactivité effectués a 1'aide de
la glycoprotéine obtenue aprés action de 1la cytohélicase
attestent que celle-ci posséde une partie osidique intacte qui
lui permet de se fixer sur les sites actifs de 1la con A d'une
part et d'entrainer une floculation des levures potentiellement
floculantes, mais en état de dispersion, d'autre part. Par
ailleurs, cette glycoprotéine s'est avérée inactive sur des
cellules protentiellement non floculantes.
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L'extraction de cette glycoprotéine pariétale a nécessité
la présence d'un réactif a la fonction thiol c'est- a- dire le
mercaptoéthanol qui, par coupure des ponts disulfures permet
l'accés aux glucanes par la f3-glucanase; il est donc possible
que la réduction des ponts disulfures, entraine la libération de
certaines parties de la molécule qui aurait éventuellement un
role dans la floculation. Cette derniére hypothése n'a pas é&été
vérifiée ici.
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CHAPITRE VI

ETUDE DES CONSTITUANTS EXTRAITS

A PARTIR DE CELLULES ENTIERES DE

K. LAcTis FLOCULANTE ET NON FLOCULANTE



I.INTRODUCTTION

La floculation des levures est un phénoméne 1ié a 1la
surface cellulaire. Des études, réalisées sur les parois, ont
montré que la couche externe responsable du caracteére floculant
est de nature mannoprotéique (DAY et al,. 1975; STEWART et
RUSSEL, 1981).

Des études ont également confirmé que 1les parois des
levures floculantes contiennent plus de mannanes que celles des
levures non floculantes. Ces mémes études font apparaitre que
les mannanes seraient davantage phosphorylés lorsque les levures
sont floculantes (MASSCHELIN et al., 1963; LYONS et HOUGH, 1970
JAYATISSA et ROSE, 1976). Elles mettent en évidence, par
ailleurs, qu'au moment de la floculation il y a une augmentation
de phosphopeptidomannanes (PPM) et diminution des protéines
(AMRI et al., 1981).

Les méthodes d'isolement des PPM, les plus couramment
utilisées sont 1l1le fractionnement & partir des parois et
l'extraction 3 partir de cellules entiéres.

Dans 1le chapitre précédent, nous avons étudié des
fractions pariétales obtenues par traitement chimique et
enzymatique des parois de K, lLactis floculante et non floculante.
Ces traitements ont permis d'.soler et de purifier des fractions
de nature phosphopeptidomannafie de masses moléculaires élevées.

D'aprés les résultats des analyses, la composition de ces
fractions varie en relation avec 1'état de floculation. Les
variations portent essentiellement sur les glucides qui
augmentent et les protéines qui diminuent au moment de 1la
floculation.

L'étude structurale de ces fractions pariétales notamment
par acétolyse associée a la chromatographie montre des
différences notables entre 1les 1levures floculantes et 1les
levures non floculantes.

Dans le but de confirmer des observations faites sur les
constituants obtenus par fractionnement des parois, nous avons
étudié dans ce chapitre les polyméres (PPM) isolés aprés
autoclavage des cellules entiéres dans un tampon citrate pH 7,0
selon la méthode de PEAT et al., (1961) modifiée.
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II. ISOLEMENT ET ANALYSE DES PHOSPHOPEPTIDOMANNANES (PPM)

IT. 1. RENDEMENTS RELATIFS EN PPM EXTRAITS DES CELLULES
ENTIERES FLOCULANTES ET NON FLOCULANTES

Les phosphopeptidomannanes ont été extraits, selon 1la
méthode de PEAT et al., (1961) mofifiée, 4 partir de cellules
floculantes et non floculantes, aprés 48 heures de croissance,

Les conditions d'obtention et les rendements sont indiqués
dans le tableau 46.

TABLEAU 46:: Conditions d'obtention et rendements
relatifs en PPM extraits selon la méthode
de PEAT et al., (1961) modifiée

SOUCHES KLF KLNF
PARAMETRES
Taux de croissance
= 0,31
(h't) 0,30 ’
% FLO 56 0
Rendement en biomasse
4.0 4,16
(/1) ’ ’
{Rendement en PPM 17 12
(% MS)
(% MS) : pourcentage de matiére lyophilisée par rapport

a la biomasse séche.

Les quantités de PPM '"bruts" extraits des cellules
floculantes et non floculantes sont de 17% et 12%
respectivement. I1 y a une augmentation relative de 5% du taux
de PPM lorsque la levure est floculante. De telles observations
ont été faites pour d'autres levures par HUSSAIN, (1983) et
AL MAHMOOD (1987) pour K, bulgaricus; SALHI (1986) pour S, wuvarum;
MANGUNWIDJAJA (1988) pour K, lactis. Ces auteurs ont extrait, par
la méme méthode, des quantités de PPM plus élevées a partir de
levures floculantes.

I1 faut, cependant, signaler que ces observations ne sont

pas générales, en effet MBAWALA (1990) a extrait des PPM de
levures floculantes et peu floculantes de Pichia pastoris, et a

- 223 -



constaté que les levures peu floculantes é&laborent plus de
phosphopeptidomannanes.

I1 semble donc que le rendement d'extraction dépend non
seulement du caractére floculant mais également du type de
levure et des conditions de culture. En effet, MANGUNWIDJAJA
(1988) a observé une baisse de rendement en PPM 1lorsque des
levures de K, lactis trés floculantes sont cultivées dans des
conditions qui provoquent une baisse du dégré de floculation

II.2. ANALYSE CHIMIQUE DES PHOSPHOPEPTIDOMANNANES
(PPM) "BRUTS"

Pour établir la composition chimique des PPM a partir des
cellules entiéres, nous avons préalablement effectué une
dialyse pendant 48 heures contre de l'eau distillée.

Les conditions optimales de libération des divers
constituants des PPM par hydrolyse acide ont été fixées d'apreés
les courbes cinétiques de libération illustrées par les figures
122, 123 et 124,
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Fig. 122: Cinétique de libération des oses par hydrolyse
HCl 2 N des PPM de K, lactis floculante (KLF)
et non floculante (KLNF)
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Fig. 123: Cinétique de 1libération des acides aminés par
hydrolyse HC1l 6N des PPM de XK. lactis floculante
(KLF) et non floculante (KLNF)
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Fig. 124: Cinétique de libération des hexosamines par

hydrolyse HCl 6N des PPM K, lactis floculante (KLF)
et non floculante (KLNF)
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I1.2.1. COMPOSITION CHIMIQUE GLOBALE DES PPM "BRUTS" DIALYSES

les résultats de 1'analyse chimique des extraits PPM
"bruts" dialysés sont rassemblés dans le tableau 47.

TABLEAU 47: Composition chimique globale des PPM '"bruts"
dialysés, extraits des cellules entiéres de
K. lactls floculante et non floculante selon
la méthode de PEAT

SOUCHES
PPM DE KLF PPM DE KLNF
CONSTITUANTS
Oses neutres 85,80 70,71
Hexosamines 0,92 1,25
Acides aminés totaux 12,65 16,39
Phosphore 1,21 0,91
Calcium 0,04 0,02
Man/Glc 11,.,37 7,62

(Résultat : exprimés en % de matiére séches)

De la composition chimique des PPM, nous retiendrons une
augmentation des oses totaux (15% environ) et de 1la teneur en
phosphore chez la levure floculante. En revanche, les teneurs en
protéines et hexosamines diminuent.

La détermination de la teneur en calcium montre que les
PPM des levures floculantes contiennent 2 fois plus de calcium
par rapport a ceux de la levure non floculante.

L'ensemble de ces observations confirment globalement
celles faites 1lors de 1'étude des parois entiéres et des
fractions pariétales obtenues par traitement chimique et
enzymatique.

I1 semble que 1les glycoprotéines extraites des parois
isolées ou de cellules entiéres ont une composition chimique qui
évolue en rapport avec le caractére floculant quelle que soit la
méthode d'isolement
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Par ailleurs, nos résultats sont en parfaite concordance
avec ceux obtenus pour les PPM de diverses levures floculantes:
S, cerevisiae (LYONS et HOUGH 1971; RUSSEL et al,. 1973);
$.wwarun (SAHLI, 1986); K, bulgaricus (AL MAHMOOD,1987); K. lactis
(MANGUNWIDJAJA, 1988).

II.2.2. ANALYSE QUALITATIVE DES OSES

L'analyse chromatographique effectuée sur les hydrolysats
des PPM '"bruts" dialysés montre que 1le mannose est 1l'ose
essentiel, la teneur en glucose est relativement faible (figure
125). Les rapports Man/Glc sont de 11,37 et 7,62 respectivement
pour les PPM des levures floculantes et non floculantes.

Signalons toutefois que les variations du rapport Man/Gle
dépend également de 1'espece de levure et des conditions
d'extraction des PPM. Ainsi MBAWALA (1990) trouve des rapports
Man/Glc plus élevés dans le cas des PPM de 1la 1levure P,
pastoralis peu floculante; alors que pour K.bulgaricus le
rapport Man/Glc des PPM de la souche floculante est 2 fois plus
élevé par rapport a celui des PPM de la souche non floculante
(AL MAHMOOD 1987).

Pour les PPM extraits des levures entiéres K, lactis par la
méme méthode, MANGUNWIDJAJA (1988) n'a pas mis en évidence la
présence du glucose.

I.2.3. ANALYSE DES ACIDES AMINES ET DES HEXOSAMINES

Le dosage des groupements aminés par le technique au DNFB,
démontre que la teneur totale en acides aminés des PPM des
levures non floculantes est supérieure a celle des PPM des
levures floculantes (16% contre 11% de la matiére séche).

L'analyse chromatographique des hydrolysats de 1la partie
protéique des PPM met en évidence 1les mémes acides aminés
identifiés dans les parois et les fractions pariétales. La
composition en acides aminés des PPM est donnée dans le tableau
48 et par histogramme 7.

Les profils en acides aminés des PPM se caractérisent par
une prédominance de la thréonine, de la sérine et des acides
aspartique et glutamique, qui représentent 52% et 43% environ et
respectivement pour les PPM des 1levures floculantes et non
floculantes.
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TABLEAU 48: Composition en acides aminés et

en

glucosamine des PPM "bruts" dialysés de
K. lactls floculante et non floculante

PPM (KLF) PPM (KLNF)
pg/mg % AA pg/mg % AA
AA
Asp 17,6 14,02 18,54 11,38
Thr 15,12 12,05 14,75 9,05
Ser 11,83 9,43 14,13 8,67
Glu 21,73 17:31 23,60 14,48
Pro 5,72 4,56 13,85 8,50
Gly 8,47 6,75 11;07 6,79
Ala 10,30 8,21 14,89 9,14
Val 54,56 4,43 8,46 5,19
Ile 2475 2,19 5,81 3,56
Leu 4,11 3,27 8,01 4,91
Tyr 2,33 1,86 1,58 0,97
Phe 3522 2,56 4,92 3,01
Lys 6,57 5,23 12,14 7,45
His 2,65 2,11 1,02 0,62
Arg 7..51 5,98 10,49 6,44
Total 125,47 99,96 162,92 100,16
GlcN 10,72 15,59

(Résultats exprimés en % de matiére séche)
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Asp Thr Ser Glu Pro Gly Ala Val Ile Leu Tyr Phe Lys His Arg
ACIDES AMINES

{- PPM KLF /7] PPM KLNF I

I[IST™™I=RAMME 7: Variation de la teneur en acides aminés des
PPM "bruts" dialysés de K. lactis floculante
et non floculante
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Fig.

125:
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10 20 10 ioTR(NIn)

Chromatogramme des acétates d'alditols des oses
témoins (a):(1)fucose, (2)mannose, (3)galactose,(4)
glucose, (5) Inositol; et des produits d'hydrolyse
des PPM "bruts" dialysés extraits selon la méthode
de PEAT, des cellules de K, lactis floculante (b) et
non floculante (c).

- 230 -~



Si nous admettons une signification aux différences des
teneurs déterminées, nous constatons que les teneurs des 4
acides aminés augmentent légérement avec le caractére floculant.
En revanche les PPM des levures non floculantes sont plus riches
en proline (8,5% contre 4,5%). De méme les teneurs en alanine,
lysine et arginine sont légéremeent plus élevées dans les PPM de
la souche non floculante.Cette analyse laisserait apparaitre que
la partie protéique des PPM extraits des cellules de K, lactis
floculante est plus hydrophile que celle des PPM de K, lactis non
floculante.

Au cours de l'analyse des acides aminés a 1'autoanalyseur
nous avons également identifié dans tous les échantillons de 1la
glucosammine dont la teneur est plus élevée dans les PPM de 1la
souche non floculante. Notons que 1la glucosamine se trouve
vraisemblablement sous forme de N-acétyl-glucosamine dans 1le
polymére natif (BALLOU, 1970) . Elle peut-étre un élément de
ramification sur le mannane; elle est aussi sous forme de N-
acétylchitibiose, le lien entre partie protéique et
polysaccharidique (liaison N-glycosidique).

I1.2.4. TENEURS EN PHOSPHORE ET EN CALCIUM
DES PPM "BRUTS" DIALYSES

Les PPM des levures floculantes contiennent environ 2 fois
plus de phosphore et de calcium que 1les PPM des levures non
floculantes; ceci su gére que les phosphopeptidomannanes des
levures floculantes sont relativement plus phosphorylés ce qui
n'est pas en contradiction avec certaines hypothéses selon
lesquelles le degré de phosphorylation est déterminant pour
l'expression de la floculation (MILL, 1966; LYONS et HOUGH,
1970), bien que ces hypothéses soient sujettes A4 controverse
(BALLOU et al., 1974).

II.3. DI SCUSSION

les rendements en PPM "bruts" extraits de levures entiéres
varient selon 1'espéce et 1la méthode d'extraction. Les
différents travaux rapportent des teneurs allant de 2% a 20%

Ainsi des taux de PPM "bruts" de 8% a 13% ont été extraits
par la méthode de Peat, a partir de souches sauvage et mutante
de &, cerevisicae (ALHADITY, 1984). Avec la méme méthode, MBAWLA
(1990) obtient 1,8% et 3,2% de PPM "bruts" respectivement, a
partir de levures P, pastoralis floculante et peu floculante.

AL MAHMOOD et al., (1987) ont obtenu, par action de 1la
pronase sur des cellules de K., bdulgaricus floculante et non
floculante, des taux de l'ordre de 17% et 14%.
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D'une maniére générale, la teneur en phosphopeptidoman-
nanes augmente lorsque la 1levure est floculante.

L'analyse des phosphopeptidomannanes "bruts" dialysés des
levures K, lactis haploides floculantes et non floculantes,
extraits par la méthode de Peat permet de retenir les points
suivants:

1/ Une augmentation de ces polyméres de l'ordre de 5% est
observée au moment de la floculation. Sur ce point nos résultats
ne concordent pas avec ceux de certains auteurs qui n'observent
pas de différences significatives de teneur en PPM en relation
avec la floculation (MILL,1966; GRIFFIN et Mc WILLIAM, 1969;
MBAWALA. En revanche, nos résultats confirment ceux de HUSSAIN
et al. (1983) pour X, dbulgaricus; AMRI et al., (1982) et SALHI
(1986) pour S, uwvarum.

2/ Les PPM "bruts" des levures non floculantes présentent
une richesse plus marquée en acides aminés et en hexosamines
par rapport a ceux des levures floculantes. Cependant 1'analyse
des profils en acides aminés fait apparaitre des teneurs plus
élevées en thréonine, sérine et acides aspartique et glutamique
dans les PPM des levures floculantes; en revanche nous observons
des quantités en proline, alanine et lysine plus élevées:; dans
les PPM des levures non floculant =s. Les résultats indiquent
que 1les parties protéiques d 5 PPM ont des caractéres
d'hydrophobicité différents selon que la levure est floculante
ou non floculante.

3/ La composition chimique globale indique par, ailleurs, que
les PPM "bruts" extraits des 1levures floculantes contiennent
environ deux fois plus de calcium et de phosphore que ceux des
levures non floculantes. Ce qui laisse supposer que les
groupements phosphates, comme 1l'ont signalé certains auteurs,
interviendraient dans le phénoméne de floculation.

4/ L'analyse chimique, des PPM ‘"bruts" extraits par 1la
méthode de PEAT a partir de cellules entiéres floculantes et non
floculantes, est en plein accord avec 1les observations faites
pour les parois isolées et les fractions pariétales obtenues par
fractionnement chimique ou enzymatique.
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III. PURIFICATION DES PPM "BRUTS" ET
ETUDE DES FRACTIONS

III.1. PURIFICATION DES PPM "BRUTS" DIALYSES

Les phosphopeptidomannanes extraits & partir de cellules
entiéres selon la méthode de PEAT sont solubles dans 1l'eau, il
est donc facile de vérifier leur homogénéité par les techniques
classiques de filtration sur gel.

Dans une premiére étape, ces polyméres ont été filtrés
sur gel Trisacryl GF 2000. Pour cela, nous solubilisons 50mg de
PPM dans l'eau distillée puis 1la solution est centrifugée a
4000g. Le surnageant est déposé sur une colonne de 400ml.
L'élution des produits est réalisée par 1'eau distillée
contenant 0,02% d'azide (NaNg). Les éluats sont détectés par le
dosage au phénol sulfurique et celui des protéines a 280 nm.

La filtration sur gel Trisacryl GF 2000 nous a permis de
recueillir, pour chaque PPM une seule fraction, correspondant 2
un seul pic (figure 126). Les volumes d'élution des fractions
PPM des levures floculantes et non floculantes sont voisins; les
produits de filtration sont récupérés et lyophilisés.

1.4

1.2 KLF
E 1 e
u§ 05 KLNF
g o
o 0.6
m
< 04-

0.2

(;')-r{ -

00 120 140 160 180 200 220
VOLUME D’ELUTION (ml)

Fig. 126: Profil d'élution sur gel Trisacryl GF 2000 des PPM de
K, lactis floculante {(KLF) et non floculante (KLNF)
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Les produits précédemment obtenus sur gel Trisacryl GF
2000 sont ensuite filtrés sur une colonne de Biogel AS5M dont 1la
zone de séparation est comprise entre 10 et 5.10 daltons,

Les figures 127 et 128 illustrent les profils d'élution
des PPM de levures floculantes et non floculantes. nous obtenons
pour chaque PPM deux fractions Al et A2 sélectivement séparées.
Les fractions sont récupérées, conservées a 1'état lyophilisé,
et analysées

1.4
1.21 A
T OSES(485nm)
0 1" e
2
g i PROT.(280nm)
o
0.6
a A2
g 0.4
0.2

%0 " 180 250 " 350
VOLUME D’ELUTION (ml)

Fig. 127: Profil d'élution sur Biogel A5M des PPM de
X. lactis floculante .
Dosage des oses (485 nm)
Dosage des protéines (280 nm)
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Fig. 128: Profil d'élution sur Biogel A5M des PPM de K, lactis
non floculante
Dosage des oses (485 nm)
Dosage des protéines (280 nm)

IITI.2. ESTIMATION DES MASSES MOLECULAIRES
DES FRACTIONS Al ET A2 ISSUES DES PPM
DE K. LACTIS FLOCULANTE ET NON
FLOCULANTE

Les masses moléculaires des fractions Al et A2 séparées
sur Biogel ASM ont été estimées a 1l'aide d'une courbe étalon
(figure 129 a et b).
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Pofil d'élution sur Biogel AS5M des
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129(b): Courbe d'étalonnage de la colonne de Biogel A5M
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Les rendements et les masses moléculaires des fractions Al
et A2 sont indiqués dans le tableau 49. Nous constatons que les
fractions Al constituent les éléments majeurs des PPM des
levures, aussi bien floculante que non floculante. Elles
représentent en effet 87% et 89% respectivement; leurs masses
moléculaires respectives sont de 430.10 daltons et 405.108
daltons.

TABLEAU 49: Masses moléculaires et rendements des fractions
obtenues par filtration des PPM "bruts" dialysés
sur Biogel A5M

FRACTIONS Al A2
SOUCHES
R(%) | TR MM R(%) | TR MM
KLF 87,2 43,6 |430.10° |6,4 |3,2 42,10°
KLNF 89,1 [44,5 [405,10° |4,9 {2,5 46,10°
MM = Masse moléculaire (en daltons)
R = Rendement pondéral (en % de matiére séche)

TR

1l

Taux de récupération ( en mg) a partir des
PPM "bruts"

L'analyse par électrophorése sur gel polyacrylamide en
présence de SDS, des fractions majeures (Al) fait apparaitre
en plusieurs bandes. Les électrophorégrammes sont similaires a
ceux obtenus pour les fractions pariétales; ils montrent que les
fractions (Al) dissues des PPM de K, lociils floculante se
caractérisent par un nombre de sous-unités, de faibles masse
moléculaire, plus élevé par rapport a celui des fractions (Al)
issues des PPM de K, lactis non floculante (Figure 130).

I11.3. COMPOSITION CHIMIQUE GLOBALE
DES FRACTIONS Al et A2

Lt'analyse chimique des fractions Al et A2 a été effectuée
aprés hydrolyse acide (HCl). Les conditions optimales sont

identiques a celles obtenues pour les PPM "bruts'" dialysés
(figures 122, 123 et 124).
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Fig. 130: lectrophorése sur gel polyacrylamide en présence de
SDS, des témoins(T) et des fractions majeures (Al)
issues des PPM extraits des cellules entiéres de
K, lactis floculante (F) et non floculante (NF)

Les résultats des différentes analyses sont résumés dans
le tableau 50.

les résultats indiquent que 1les fractions Al sont de
nature glycoprotéique dont la composition chimique globale comme
les PPM "bruts" dialysés correspondants varie en relation avec
le caractére floculant ou non de la levure. Nous observons, en
effet des teneurs en oses totaux, en phosphore et en calcium plus
élevés dans les fractions Al issues de PPM de levures
floculantes par rapport a celles des PPM de levures non
floculantes, qui sont, en revanche, plus riches en acides aminés
et en hexosamines.
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TABLEAU 50: Composition chimique globale des fractions
Al et A2 issues des PPM "bruts" dialysés
aprés filtration sur Biogel AS5M

KLF KLNF

FRACTIONS Al A2 Al A2
CONSTITUANTS
Oses totaux 86,2 80,70 75,13 80,30
Osamines 0,8 0,04 1,2 0,06
Acides aminés 12,1 5,46 15,8 5,9
totaux
phosphore 1,07 0,01 0,68 0,016
Calcium 0,06 - 0,03 -
Man/Glc 18,6 - 14,4 -

(Résultats exprimés en % de matiére séche)

La méme anaiyse montre, par ailleurs, que 1la composition
chimique globale des fraction A2 (mineures) ne varie pas en
relation avec la floculation; ces fractions sont en majeure
partie constituées d'oses (80%). Elles renferment, environ 3
fois moins d'acides aminés que les fractions majeures (A2).

L'analyse qualitative, par chromatographie en phase
gazeuse, des oses sous forme d'acétates d'alditols , révéle une
prédominance du mannose dans les fractions Al, 1le glucose est
pratiquement a 1'état de trace (figure 131, a, b, c).

L'analyse détaillée de la composition en acides aminés
montre que le profil est similaire avec celui des PPM ‘"bruts"
dialysés. Les acides aminés prédominants pour les deux fractions
Al (de KLF et KLNF) sont les acides aspartique, glutanique, 1la
sérine et la thréonine. La teneur en ces acides est relativement
plus élevées dans les fractions (Al) issues des PPM de levures
floculantes par rapport a celle des levures non floculantes qui
sont plus riches en proline et en 1lysine (tableau 51 et
histogramme 8).
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Fig.

131:
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Chromatogrammes des acétates d'alditols des produits
temoins(a):(1)fucose, (2) mannose, {(3) galactose

(4) glucose,(5) inositol; et des produits d'hydrolyse
des fractions (Al) des PPM de K, lactis floculante (b)
et non floculante (c¢)
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TABLEAU 51 : Composition en acides aminés des fractions
(Al) des PPM de K. lactis floculante et
non floculante

Al (KLF) Al - (KLNF)
pg/mg % AA ng/mg % AA
AA
Asp 15,93 13,26 20,19 12,58
Thr 13,44 11,18 16,74 10,43
Ser 12,75 10,61 13,30 8,29
Glu 20,36 16,95 23,82 14,84
Pro 7,23 6,07 14,56 9,07
Gly 6,09 5,07 11,07 6,89
Ala 8,12 6,76 7,15 4,45
Val 4,78 3,98 10,92 6,80
Ile 3,88 3,23 4,83 3,01
Leu 5,14 4,28 7,53 4,69
Tyr 3,56 2,96 1,78 1,10
Phe 3,90 3,24 5,10 3,17
Lys 6,39 5,19 11,60 7,22
His 3,42 2,84 4,88 3,04
Arg 5,13 4,27 7,02 4,37
Total 120,12 99,89 160,49 99,95
GLcN 9,31 12,75

(Résultats exprimés en % de matiére séche)
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HISTOGRAMME 8: Variation de la teneur en acidesaminés des
fractions Al des PPM de X, lactis floculante

et non floculante
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III.4. TITRATION DES PPM

L'ensemble des résultats obtenus atteste la présence du
phosphore dans toutes les fractions mannoprotéiques et elle est
plus marquée dans les fractions issues des levures floculantes.

la forme sous laquelle se trouve 1le phosphore peut-étre
modifiée par le mode d'extraction et de purification des PPM.
Ainsi les traitements acide ou basique entrainent une dégradation
des groupements phosphates labiles faisant passer 1le phosphate
des PPM de la forme diester a 1la forme monoester (STEWART et
BALLOU, 1968).

Nous avons réalisé une titration des PPM par pH-métrie afin
de déterminer 1'acidité d'une part, et dans une certaine mesure,
le type de liaison ester, d'autre part, qui existe dans les PPM
des levures floculantes et non floculantes.

. Les mannanes sont d'abord filtrés sur une colonne de DOWEX
50 H et élués avec de l'eau distillée. L'éluant est titré par
une solution de NaOH 0,0025 N, le pH est mesuré avec un pH-métre.

La figure 132 illustre 1les courbes de titration, qui
permettent de conclure que le phosphore est diestérifié. En effet
nous n'observons qu'un seul point d'inflexion.

Pi.r ailleurs, la quantité de NaOH nécessaire a la
neutral .sation des PPM des levures floculantes est supérieure a
celle a2s levures non floculantes; ce qui étaye les résultats
précédents indiquant que les PPM des levures floculantes sont
plus riches en phosphore.

III.5. PRECIPITATION DES PPM PAR LA
CONCANAVALINE A (CONA)

L'intéraction entre les PPM des levures et la concanavaline
A (conA) a été utilisée par certains auteurs pour mettre en
évidence d'éventuelles différences de structure de ces
polysaccharides (BIELY et al., 1976; OKUBO et SUZUKI, 1978).

La concanavaline A est une lectine capable de réagir avec
certains polysaccharides ayant une structure formée de résidus
o-glucopyranosyl, o-D- mannopyranosyl, (3-D-fructo-furanosyl ou
o-D-arabino-furanosyl en position terminale non réductrice.

La réaction de précipitation des fractions (Al) issus des
PPM extraits des levures entiéres, selon 1la méthode de PEAT
modifiée, par la Con A a été réalisée selon la méthode d'OKUBO et
SUZUKI (1978).
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Fig. 132: Courbes de titration des PPM (fraction Al)
de X, lactis floculante et non floculante
par NaOH 0,0025N

Ap—>s5 sédimentaiion pendant 12 heures a température

ambiznt=. le précipité est séparé par centrifugation a 4000 g.

=5 guantités de PPM précipitées par la ConA sont évalués
par l= &Zinsazme des oses neutres et des protéines totales dans les
Preéciz-i —=s5 obtenus.

3~ =r gue les courbes de précipitations soient similaires
pour _s== Trw de levures floculantes et non floculantes nous
const=r-armz . toutefois que la Con A a une plus grande affinité
pour == PPM issus des levures floculantes. Ce qui peut
S'exr I rmi=- par une structure plus ramifiée et une teneur en
phostim-r—= - _us élevée des PPM de la levure floculante par rapport
4 ceux 1= >z levure non floculante.

F== zmilleurs, la figure 133 montre également que les
quanct= T=s== <& protéines précipitées par les PPM des levures

flocu z==v——o= gont plus élevées que celles précipitées par les PPM

des L==w—r——=z non floculantes.
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Fig. 133: Courbes de précipitation des PPM ( fractions Al) de
K. lactis floculante (KLF) et non floculante (KLNF),
par la ConA

Les rapports molaires (oses/protéines) des précipités
obtenus avec les PPM de KLF et ceux de KLNF sont respectivement
de 2,06 et 3,80. Ils indiquent que les PPM de KLF ont wune
capacité de fixer et de précipiter la Con A plus élevée que
celle desPPM de KLNF.

Comme nous 1'avons déja signalé, selon certains auteurs,
l'intensité de la réaction des PPM de K, lactls floculante, avec
la Con A est lide a leur degré élevé de ramification (GOLDSTEIN
et al., 1973) et de phosphorylation (OKUBO et al., 1978), mais
également a leur nombre de groupements pyranoses en position
terminale non réductrice (LIS et SHARON, 1986) et & la
composition anomérique de la liaison des unités mannose (BALLOU
et al., 1974).

D'aprés ces résultats et ceux de 1l'analyse chimique
globale, il apparait que 1les PPM des levures floculantes se
distinguent de ceux des levures non floculantes au moins par leur
degré de ramification et de phosphorylation.
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IV. ACETOLYSE DES PPM EXTRAITS DES
CELLULES ENTIERES DE LEVURE

IV 1. ANALYSE DES PRODUITS "BRUTS" D'ACETOLYSE

Les PPM extraits des cellules entiéres, dialysés et les
PPM purifiés par chromatographie sur Biogel A5M (fractions Al)
ont été soumis a une acétolyse. Par chromatographie, sur Biogel
P2 des acétolysats des différents PPM, nous avons séparé 6
composés. Les profils d'acétolyse sont indiqués par les figures
134a et 134b.

Nous avons d'abord identifié les différentes sous-fractions
par leurs volumes d'élution a 1'aide d'une courbe étalon
préalablement établie {(figure 135, a et b). Par évaluation de 1la
surface des pics obtenus, nous avons estimé les rapports de
chaque fraction par fapport au mannose. Les résultats sont
indiqués sur les tableaux 52, 53, 54 et 55.

De 1l'ensemble des résultats nous déduisons
~-Les profils d'acétolyse des 4 PPM sont similaires
- Les fractions correspondant aux pics I et IT
sont constituées de mono et disaccharides; ceci st valable aussi
bien pour les PPM des levures floculantes gque les PFM des levures
non floculantes. Ces fractions sont constituées exclusivement

d'oses neutres.

- D'aprés la courbe étalon, les fractions III correspondent

a des trisaccharides. Toutefois 1'analyse chimique de cette
fraction fait apparaitre la présence du phosphore dont la teneur
est plus élevée dans les PPM des 1levures floculantes. La

glucosamine est a 1'état de trace. Cette analyse laisse penser
que cette fraction serait vraisemblablement constituée en majeure
partie de disaccharides phosphorylés.

- Les fractions IV ont une masse moléculaire correspondant a
des tétrasaccharides qui représentent 1la majeure partie des
produits d'acétolyse. La présence de phosphore a 1'état de trace
indiquerait la présence en faible teneur de tétrasaccharides
phosphorylés notamment dans les PPM de levures floculantes. les
fractions IV des levures non floculantes contiennent de 1la
glucosamine et seraient alors constituées en majeure partie de
disaccharides 1iés a4 la N-acétyl-glucosamine.
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- Les fractions V, moins représentatives dans 1les PPM des
levures floculante et non floculante contiennent du phosphore et
de 1la glucosamine; elles seraient alors constituées soit
d'oligosaccharides phosphorylés ou liés a de la
N-acétyl-glucosamine. Leur masse moléculaire est comprise entre
celui des penta et hexasacharides.

- Les fractions VI sont exclues du Biogel P2, 1leurs masses
moléculaires sont donc supérieures ou égales a 1800 daltons.
Elles sont constituées d'oses neutres, d'osamines, d'acides

aminés et du phosphore.

- Les oses neutres de ces fractions (VI) proviendraient des
oligosaccharides liés a4 la sérine et /ou & la thréonine par des
liaisons O-~glycosidiques (BALLOU 1976). Ces oligosaccharides sont
résistants a 1'acétolyse et sont donc composés d'unités mannose
liées entre elles par des liaisons (1 92) et (1 3) (YAMADA et
al., 1983).

Les acides aminés mis en évidence dans ces fractions
représentent la partie protéigque des PPM; alors que la
N-acétyl-glucosamine correspondrait probablement aux unités
N-acétyl-chitibiose restée liée a la partie protéique des PPM
(NAKAJIMA et BALLOU, 1970). Dans ces fractions il y a
vraisemblablement des éléments constitutifs de 1'"inner corr"
des PPM.

L'analyse des produits d'acétolyse "bruts" montre que les
PPM des levures floculantes referment plus de tri et tétraoses
par rapport a4 ceux des levures, non floculantes, bien que les
profils soient similaires. Ce résultat plaide en faveur d'un
degré de ramification des PPM de levures floculantes, plus é&levé
que celui des PPM de levures non floculantes.
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Fig. 134(a): Profil d'élution sur Biogel P2 des produits
d'acétolyse issus des PPM "bruts" dialisés de
K. lactis floculante(KLF) et non floculante(KLNF)
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Fig. 1Xi(®): Profil d'élution sur Biogel P2 des produits
d'acétolyse issus des PPM purifiés (fractions Al)
de XK. lactis floculante(KLF) et non floculante(KLNF)
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Courbe d'étalonnage de la colonne de Biogl P2
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TABLEAU 52 : Composition chimique globale des
sous-fractions issues de 1'acétolyse
des PPM 'bruts" dialysés de KLF

CONSTITUANT
MM R OSES ACIDES P GlcN
SOUS- NEUTRES | AMINES
FRACTIONS
1 182 1 PR - - -
II 363 1,2 +++ - - _
III 536 1,8 ++ - + T
1v 728 | 2,4| 4+ - . -
\' 940 | 0,3] ++ - . -
VI >1800( 0,7 + + - *

TABLEAU 53: composition chimique globale des
sous-fractions issues de l'acétolyse
des PPM "bruts" dialysés de KLNF

CONSTITUANT - o OSES ACDES . Glen
SOUS- NEUTRES |AMINES
FRACTIONS
I 185 1 + 4+ - - -
11 367 1,22} +++ - - -
IIL 528 | 1,1 4+ - T +
IV 734 |1,30 ++ - - +
\Y 920 ]0,36 ++ - T +
VI >1800| 0,8 + + - T
(R) rapport exprimé en considérant le
nombre de moles de mannose
{(T) état de trace
(-) non détéctable par dosage chimique
(+++) constituants majeurs

(++)

(+) (¥)

constituants prédominants
détectable-par desage chimique
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TABLEAU 54: Composition chimique globale des sous-fractions
issues de l'acétolyse des PPM purifiées
(Fraction Al) de K, lactis floculante

CONSTITUANTS

MM R OSES ACIDES P GlcN

S0US-~ NEUTRES | AMINES

FRACTIONS

I 184 1 ++4 - - -
II 362 {1,25] +++ - - -
ITI 532 2,01 ++ - T T
IV 724 2,5 + 4+ — i- T
\" 950 0,42 ++ - T T
VI =180010,84 + + - t

TABLEAU 55: Composition chimique globale des sous-fraction
issues de l'acétolyse (fraction Al) des PPM
purifiées K. lactis non floculante

CONSTITUANS
sous- | ™ | R gzgiREs ﬁﬁiﬁiz P |GleN
FRACTIONS
I 178 | 1 | 44 - _ _
1 363 [1,26] 44+ - - -
111 520 |0,98| 4+ - T +
v 718 | 1,4| 4+ - - -
v 930 |0,40| 4+ - T +
VI >1800(0,86|  « . - t
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IV.2. ANALYSE DES PRODUITS D'ACETOLYSE "NEUTRES"
ET "CHARGES" APRES FRACTIONNEMENT SUR
DEAE SEPHADEX

Pour vérifier les observations faites sur 1les fractions
des acétolysats "bruts" aprés filtration sur Biogel P2, Nous
avons procédé au fractionnement des acétolysats issus des PPM,
sur une colonne de DEAE-Sephadex.

Selon certains auteurs SAKAGUICHI et al., (1967), 1le
fractionnement des wmannanes sur DEAE-Sephadex (sous forme
d'acétate) donne des mannanes 'neutres" et ‘'chargés"; les
premiers montrent wun seul pic par élctrophorése et par
ultracentrifugation, tandis que 1les seconds contiennent de
faibles teneurs en phosphore et en protéines.

STEWART et BALLOU (1968) ont appliqué cette méthode de
fractionnement sur les acétolysats de mannanes de levures.

Pour séparer les différents types de polyméres, des
acétolysats de chague PPM purifié (fraction Al) de K, lactis
floculante et non floculante; ont été d'abord filtrés sur une
colonne de DEAE Séphédax A-254 (échangeuse d'anions).

Les polyméres "neutres" sont élués avec du NH¢HCOs 0,005M
et les polyméres "ciargés avec du NH4 HCOz3 0,5 M, selon le
protocole préconisc par STEWART et BALLOU (1968) modifié par
OKUBA et al., (1978) et décrit par MBAWALA (1990)

Aprés séparation des acétolysats sur colonne Sephadex A-25,
nous avons évalué les quantités de polyméres '"neutres" et
"chargés". Les résultats sont rassemblés dans le tableau 55. Nous
constatons que 1'acétolyse, des PPM de K, lactis floculante ou non
floculante, n'est pas compléte. En effet 29 et 32 % environ des
produits PPM de levures floculante et non floculante
respectivement, résistent a 1'acétolyse. Cette résistance a
1'acétolyse est souvent expliquée par les durées de 1la réaction
d*acétolyse appliquées qui sont insuffisantes (KOBAYASHI et al.,
1986).
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TABLEAU 55: Rendements en produits issus de l'acétolyse des PPM

de XK. lactis floculante et non floculante aprés
filtration sur DEAE-Sephadex
TS PAR
PRODUITS DISSOUTS PAR ACETOLYSE PRODUITS
RESISTANTS A
" —- [}
POLYMERES "NEUTRES " CHARGES" TOTAL RAP- |L'ACETOLYSE
PORT
PPM
Quantités |Quan % Quan o Quan- % N |Quanti- %
totales tités| tités tités C |tés (mg)
50U~ | (mg) (mg) (mg) (mg)
ches &
KLF 120 60,6 |50,5 26,5 |22,08(87,10| 72,58|2,28 32,9 27,41
L
KLNF 120 60,2 (50,16(21,1 |17,5881,30| 67,7512,85 38,70 (32,25
N : neutres
C chargés




IV.2.1. ANALYSE DES POLYMERES "NEUTRES"

Par chromatographie sur Biogel P2 des polyméres "neutres"
nous avons obtenu 5 pics dont un est exclu du gel (figures 136 a
et b).

Les spectres d'élution des acétolysats des PPM de levures
floculantes et non floculantes sont similaires. Les fractions de
polyméres "neutres" ainsi obtenues ont été analysées.

Les rapports molaires et 1la composition chimique des
différentes fractions sont indiqués dans 1le tableau 56 . Les
résultats font apparaitre que 1le pic exclu du biogel P2
correspond a un polysaccharides de haut poids moléculaire.
L'analyse chimique montre que les polyméres '"neutres" des PPM de
la levure floculante se caractérisent par 1la prédominance des
fractions III et IV par rapport a ceux des levures non
floculantes.

Les différentes sous-fractions obtenues par filtration sur
Biogel P2 ont été ensuite identifiées par chromatographie sur
couche mince de gel de silice, a3 1'aide de tem>ins étalons. Les
rapports frontaux des oligosaccharides temoins et des
constituants des différentes sous-fractions sont rassemblés dans
le tableau 57.

D'aprés les résultats de la CCM les polyméres '"neutres"
sont constitués de 6 fractions correspondant aux mono, di, tri
et tetrasaccharides. La fraction V peut correspondre soit a un
tetrose soit a4 un pentose (Rf »~ 0,30 et 0,29 respectivement pour
les PPM de la levure floculante et non floculante).

Les wvariations des rapports molaires déterminés apreés
séparation par CCM indiquent 1la richesse particuliére des-
polyméres '"neutres" des PPM de KLF en tri et tétrasaccharides;
(tableau 58);ceci confirme les résultats précédents.
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TABLEAU 56 : Rapports molaires et composition chimique des
sous~-fractions de polyméres "neutres” issus de
l'acétolyse des fractions Al des PPM de K, lactis
floculante et non floculante

COMPOSITION CHIMIQUE
SoUs - OSES ACIDES
RM
SOUCHES | ppacTIONS NEUTRES |aMmINES | ©  |G1CN
I 1,0 ++ - - -
II 1,27 ++ - - ~
KLF I1I 2,30 ++ - - -
v 3,01 4+ - - —-
\' 0,20 ++ - - -
I 1,0 ++ - - —
II 1,26 ++ - - -
KLNF 111 1,12 o - - -
Iv 2,6 4+ - - -
\" 0,29 + + - - -~
(++) : composés majeurs (X 100%)
(-) : non détecté par l'analyse chimique
RM : rapport estimé en considérant le nombre de
moles de mannose
P : phosphore

GlcN : glucosamine
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TABLEAU 57: RapportSfrontaux des oligosaccharides temoins
et des sous- fractions issues des polyméres
"neutres" des acétolysats des PPM de K, lactis;
obtenus par CCM

KLF |KLNF

TEMOINS RF FRigg?;Ns RF RF
Mannose 0,72 | 0,70 (0,73
Mannobiose 0,63 11 0,64 (0,61
Mannotriose 0,47 11 0,45 10,44
Mannotétraose 0,36 Y 0,33 (0,35
Mannopentose 0,25 v, 0,30 |0,29
Dextrane PM>1.800(0,1 VI 0,09 |0,08

TABLEAU 58: Rapports molaires des sous-fractions des polyméres
"neutres" issus de l'acétolyse des fractions Al
des PPM de K, lactis aprés séparation par CCM

S0US-
FRACTIONS F F F F F F
soucues | ! ¥ NTERELY V| VI
KLF 1,0 1,24 2,28 | 3,10 |0,47|0,12
KLNF 1,0 1,20 1,14} 2,80 |0,54|0,14
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IV 2.2 ANALYSE DES POLYMERES "CHARGES"

L'analyse des polyméres'chargés" obtenus par fractionnement
sur colonne de DEAE-Sephadex et aprés élution sur colonne de
Biogel P2 met en évidence 4 fractions dont l'une est exclue du
Biogel (Figure 137 a et b). La fraction IV exclue du Biogel P2
represente la fraction la moins importante ausi bien pour les PPM

des 1levures floculantes que pour ceux des levures non
floculantes.
Les différentes fractions des polyméres "chargés" ont été

analysées et caractérisées par chromatographie sur couche mince.
La composition chimique des différentes fractions est indiquée
par le tableau 59.

TABLEAU 59: Composition chimique globale des fractions
d'acétolysats des polyméres '"chargés" issus
des PPM de XK. lactis floculante et non floculante

OSES ACIDES
R
SOUCHES FRACTIONS M NEUTRES | AMINES P G1lcN
1 1,0 ++ - - -
KLF II 0,8 FIEY - i. -
ITI 0,94 + - . -
v 0,27 + t t *
I 1,0 +4+ - - -
KLNF II 0,72 ++ - + -
ITI 0,82 * - +
IV 0,37 + + -_i_- t
RM : Rapport exprimé par rapport au mannose
(++) : Composé majeur
(+) : Dosable par la méthode chimique
() : Détectable par la méthode chimique
(-) : Nom détecté par l'analyse chimique
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Lt'analyse par chormatographie sur couche mince des
fractions de polyméres '"chargés" séparés par filtration sur
Biogel P2 permet de retenir les points suivants:

— La fraction IV, de masse moléculaire élevée et exclue de
Biogel ne migre pas en CCM. L'analyse chimique révéle la présence
de mannose, d'acides aminés, du phosphore et des traces
d'hexosamines.

- Les fractions II et III renferment des oses (mannose) et
du phosphore. Pour obtenir une bonne migration, elles sont
déphosphorylées par traitement a la prhosphatase alcaline,
préalablement. D'aprés les résultats, ces fractions sont
constitudes de disaccharides phospholorylés; ces derniers sont
quantitativement plus élevés dans les fractions issues des PPM de
levures floculantes. Ces résultats viennent confirmer ceux
obtenus par l'analyse chimique des acétolysats des PPM ‘"bruts"
dialysés.

— Les fractions I sont identifiées aux mannosaccharides. Leur
teneur est sensiblement voisine pour les fractions des PPM de
levures floculantes et non floculantes.

V. DISCUSSION

L'étude des phosphopeptidomannanes isolés de cellules
entiéres de levures floculantes et non floculantes, cultivées
dans des conditions identiques, montre un certain nombre de
différences en relation avec le caractére floculant.

Les quantités globales de PPM extraites indiquent wune
augmentation de 5% environ lorsque la levure flocule. De telles
observations ont été faites pour d'autres levures notamment
Saccharomyces cerevisiae (JEUNEHOMME-RAMOS et al., 1964),
Kluyveromyces bulgaricus (AL MAHMOOD, 1987); Saccharomyces uvarum
(AMRI et al., 1982; SALHI, 1986), et Kluyveromyces lactis

(MANGUNWIDJAJA, 1988). Ces auteurs ont extrait par la méme
méthode des quantités de PPM plus élevées A partir de levures
potentiellement floculantes. Ces polyméres seraient donc des

agents qui jouent une réle important en régulant, au moins,
l'intensité de la floculation. Cependant,ces observations ne sont
pas générales, en effet MILL (1964), GRIFIN et WILLIAM (1969) et
plus récemment MBAWALA (1990), n'observent pas de différences
significatives entre les quantités de PPM extraites a partir de
levures S, cerevisiae et P, pastoralls floculantes et celles
extraites des souches non floculantes.
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L'analyse chimique montre que 1les PPM des levures
floculantes contiennent plus d'oses neutres et environ deux fois
plus de phosphore et de calcium que 1les PPM des 1levures non
floculantes qui sont, en revanche, plus riches en acides aminés
et en hexosamines. Ces résultats sont en accord avec ceux
d'autres auteurs notamment LYONS et HOUGH (1971), JAYATISSA et
ROSE (1976) AL MAHMOOD (1987).

La teneur élevée, des PPM de 1la levure floculante en
phosphore indiquerait que cet é&lément est impliqué dans 1le
mécanisme de floculation de K, lactis. Selon certains auteurs

(STEWART et BALLOU 1968, puis AL MAHMOOD et al. 1987), les
rapports molaires {(phosphore/mannose) dans 1les PPM 1iso0lés de
cellules floculantes de Saccharomyces, Candida et Kluyveromyces,
augmentent de 30 a2 60 % par rapport a4 ceux de levures non
floculantes du méme genre. Le phosphore agirait indirectement sur
la floculation c'est-a-dire au niveau du métabolisme de 1la
levure en modifiant la structure de surface; cependant il n'est
pas exclu qu'il ait wune action directe, notament dans 1la
formation de pont calcique, puisque sa teneur augmente dans les

PPM des levures floculantes.

L'évaluation des teneurs en PPM des 1levures floculantes
s'accompagne d'un enrichissement en calcium dont le réle dans le
mécanisme de floculation a été mis en évidence par de nombreux
auteurs (AMRI et al. 1981) STEWART et RUSSEL, (1981).

La r-ariation des teneurs en acides aminés des PPM avec
notamment 1:augmentation de l'acide glutamique et la diminution
de 1la proline pourrait étre 1'indice d'une réorganisation
structurale de la protéine des PMM. L'état floculant des levures
K.lactis se caractérise donc par un réarrangement structural des
PPM pariétaux.

Les PPM "bruts" dialysés, isolés des cellules entiéres ont
été purifiés par filtration sur colonne de Biogel ASM qui permet
d'obtenir, pour chaque PPM, deux fractions dont les plus
importantes ont des masses moléculaires estimées respectivement a
430. 103 et 405.103 daltons pour les fractions (Al) des 1levures
floculante et non floculante. Les fractions mineures représentent
environ 5 a4 6% des PPM totaux et ont des masses moléculaires de
46 et 42. 10°daltons.

I1 résulte de 1l'analyse chromatographique associée a
1'étéctrophorése sur gel de polyacrylamide en présence de SDS que
les fractions impliquées dans le phénoméne de floculation de K,
lactis ont des masses moléculaires élevées.

La titration des PPM par NaOH a permis de constater que le
phosphore des PPM de K, lactis serait 1ié sous forme diester.
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Toutefois il faut noter que cette forme varie selon 1la méthode
d'extraction; en effet lorsque 1les PPM sont isolés selon 1la
méthode de THIEME et BALLOU (1970), MBAWALA (1990) a constaté que
le phosphate est 1lié sous forme de monoester dans les PPM de P,
pastortis floculante. D'une manniére générale, le phosphore est
présent dans les PPM des levures sous deux formes, soit sous
forme phosphomonoester {un groupement phosphate substitué par un
résidu palymannosyl) soit sous forme de phosphodiester (un
groupement phosphate substitué par deux résidus palymannosyls).
Plusieurs auteurs ont montré que le phosphore dans les mannanes
des levures notamment Saccharomyces cerevisiae, est sous forme de
phosphodiester (BALLOU et al., 1974, SHIBATA et al.1983).
D'autres travaux ont mis en évidence le réle du phosphore dans le
mécanisme de floculation en participant & la formation de ponts
calciques (LYONS et HOUGH, 1971); par la suite CAWLEY et BALLOU
(1972) ont montré que le phosphore des mannanes est impliqués
dans les structures de type phosphodiester et ne peut donc pas
fixer des ions calcium. Par une hyodrolyse HCl1 (10mM) et wune
filtration sur Biogel P2, AL MAHMOOD et al., (1987) ont constaté
que les phosphates dans les mannanes de K, bulgarticus floculante
sont impliqués dans des structures phosphomonoesters.

Les courbes de précipitation des PPM par la ConA indiquent
que les quantités précipitées sont plus élevées pour les PPM des
levures floculantes. Les rapports molaires oses/ protéines des
précipités obtenus montrent que les PPM de la 1levure floculante
ont une capacité de fiwar et de précipiter la ConA qui est 3 fois
plus élevée que celle - 2s PPM de la levure non floculante.

Ce résultat suggére que les sites des PPM de levures
floculantes différent de ceux des PPM de levures non
floculantes, ces derniers seraient caractérisés par la présence
d'une structure qui ne reconnait pas la ConA. En effet, d'apreés
TKACZ et al., (1971); MIKI et al., (1982) 1l'intervention des PPM
dans le phénoméne de floculation des levures peut-é&tre confirmée
par la capacité de ces polyméres a réagir avec 1la conA.
Cependant ces hypothéses semblent contredire 1les résultats
obtenus par CAMPBELL et al., (1968) et CAWLEY et BALLOU (1971)
sur des PPM de levures Saccharomyces cerevisiae; ces auteurs ont
en effet montré que les PPM localisés sur les surfaces de
cellules floculantes et non floculantes ont des déterminants
antigéniques similaires, donc 2 structures identiques.

Par ailleurs SUZUKI et al., (1971) ont constaté que les
comportements des systémes mannanes- ConA ressemblent de trés
prés a ceux des systémes antigénes-anticorps représentés par les
mannanes et le serum anti-Candida aldlecan.s. Alors que OKUBA et
al,. (1978) ont remarqué que la réactivité immunochimique des
mannanes de §, cerevisiae est proportionnelle 4 leur teneur en
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phosphore aussi bien qu'ad leur degré de ramification. Nos
observations concordent avec ces derniers résultats.

Lt'acétolyse effectuée sur les PPM de K,lactis floculante
et non floculante a permis de mettre en évidence que 1la chaine
de base est formée de liaisons a (1 — 6), Ces résultats ont été
souvent obtenus pour les structures des mannanes pariétaux
d'autres 1levures telles que  Saccharomyces, Candida et
Kluyveromyces. Ainsi ROSENFELD et BALLOU (1974) ont montré que
l'acétolyse de disaccharides & D-mannose est plus efficace sur

les liaisons o¢(l = 6). Cette efficacité décroit 1lorsque les
mannanes ont des structures (1 —=3), B (1 =4) et a (1-2); ceci
montre que les liaisons (1 -6) sont plus sensibles a

l'acétolyse que les autres liaisons constituant les mannanes.

Les profils d'élution des polyméres "neutres'" issus de
l1'acétolyse des PPM de K, lactis floculante et non floculantes
sur Biogel P2 donnent 5 fractions dont une est exclue du gel.
présence de ce polymére exclu du gel montre que 1l1l'acétolyse
n'est pas compléte. Cette observation est expliquée par 1la
durée insuffisante de 1la réaction d'acétolyse. En effet
KOBAYASHI et al., (1986) ont montré que des réactions
d'acétolyse de durée plus élevée (36h a 120h) dégradent
complétement les liaisons a(l —6) libérant ainsi des
oligosaccharides de faible masse moléculaire. Cependant, de
telles conditions dégradent également les chaines latérales
renfermant des liaison labiles tel’es que B(142). Les mémes
profils font apparaitre 4 frac ions de faibles masses
moléculaires; il s'agit de mono, di, uri et tetrasaccharides.
Nous remarquons que les PPM de 1la 1levure floculante se
caractérisent par leur teneur élevée en tri et tétrasaccharides,
alors que ceux de la levure non floculante par 1leur teneur en
disaccharides. Ceci fait apparaitre 1la structure plus ramifiée
des PPM de K, lactils floculante; cependant les profils
d'acétolyse des PPM des deux souches restent similaires.

Le fractionnement des acétolysats sur DEAE-Sephadex nous a
permis de séparer des polyméres "chargés" dont le profil
d'élution sur Biogel P2 fait apparaitre 4 pics dont un exclu,
pour les PPM des 2 souches. L'analyse de ces fractions met en
évidence un disaccharide phosphorylé abondant dans 1les PPM de
la levure floculante. Un tel résultat a été rapporté par
ALMAMOOD et al., (1987) aprés acétolyse des PPM de 1la levure
Kluyveromyces bulgaricus. Toutefois DEWAERD et al., (1989) et
MBAWALA et al., (1990) n'observent pas de différences dans les
proportions de cet oligosaccharide phosphorylé en rapport avec
la floculation des levures Pichia pastoris. Ces auteurs ont
constaté une diminution de la valeur du déplacement chimique du
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proton anomérique du résidu mannose portant le groupement
phosphate comparativement au méme résidu mannose apreés
déphosphorylation.

L'ensemble de ces résultats permet de conclure que la
floculation de K, loctis fait intervenir des structures
pariétales de nature phosphopeptidomannane qui se distinguent
de celles des levures non floculantes, au moins, par leur degré
de ramification et de phosphorylation.
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DEUXIEME PARTIE

ETUDE DE LA FLOCULATION DES SOUCHES
K. LacTis OBTENUES PAR CROISEMENT DES
SOUCHES PRECEDENTES (KLF x KLNF



I.INTRODUCTTION

Afin de préciser si des mécanismes différents
interviennent dans chaque cas de floculation des 1levures, nous
avons étudié dans cette seconde partie quatre souches de
Kluyveromyces lactis haploides floculantes ou non floculantes,
issues d'un croisement des deux souches précédemment étudides.
Nous avons examiné l'influence de quelques paramétres du milieu

sur la croissance et 1la floculation puis analysé les
constituants macromoléculaires dimpliqués dans l'agrégation
cellulaire.

Ces souches ont été obtenues par dissection d'un asque
contenant quatre spores désignées par a,b,c,et d; ces lettres
sont précédées par un nombre qui représente le numéro d'ordre de
1'asque micromanipulé. La dissection d'un asque donne a partir,
de spores isolées, des clbénes haploides ¢ et & (GALZY, 1984).

Selon NOVOTY et al., (1983), & partir d'un asque, on
obtient quatre types de spores possible: & et o hétérothalliques
et a et o homothalliques.La détermination du signe a ou ¢ et le
caractére homo ou hétérothallique, montre qu'il n'y a pas de
relation entre, d'une part le signe sexuel et, d'autre part
entre le type de spores et le caractére homo ou hétérothallique.

Une étude réalisée sur 40 souches du méme type de
croisement (KLF X KLNF) a montr qu'il n'existe pas de relation
entre la floculation de ces souhes et les caractéres sexuels
{homo ou hétérothallique) et les signes & et o (MANGUNWIDJAJA
1988).

Rappelons que chez les levures on distingue la floculation
et 1'agglutination sexuelle (MIKI et al. 1980; LIPKE et
HULLPILBURY, 1984). L'agglutination sexuelle est en fait 1la
reconnaissance entre deux types de cellules sexuellement
différentes c'est-a-dire l'une de signe ¢ et l'autre de signe &

D'aprés MANGUNWIDJAJA (1988) l'analyse du signe sexuel et
de 1la floculation des souche "filles'" obtenues par croisement de
2 souches floculante et non floculante, ayant des caractéres
différents, permet de déterminer 1l'expression phénotypique du
caractére sexuel ou les signes g et &; il affirme alors que 1la
floculation des levures K, lactis haploides n'a aucun caractére
d'agglutination sexuelle. Par ailleurs, 1l'intensité de la
floculation des souches "filles" haploides, différe de celle des
souches "méres". Ainsi des souches "filles" trés floculantes ont
été obtenues a partir de souche "méres'" modérément floculantes.
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Les caractéristiques des souches retenues pour cette
seconde partie de notre expérimentation sont indiquées par le
tableau 60.

TABLEAU 60: Quelques caractéristiques des
levures Kluyveromyces lactiis
haploides utilisées

N° DE SIGNE CARACTERE CARACTERE
DESIGNATION|L'ASQUE SEXUEL FLOCULANT
. Moyennement
KL 9 H hall
9a a omothallique Floculante (MF)
Faiblement
KL9b 9 a Homothallique|{Floculante (FF)
Trés f1 1
KL9C 9 a Honothallique S oculante
(TF)
Non floculante
KL9d 9 o Homothallique {NF)
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CHAPITRE VI

CROISSANCE ET FLOCULATION DES SOUCHES
K. Lactis  ("HYBRIDES™
INFLUENCE DE QUELQUES FACTEURS
DU MILIEU DE CULTURE



I. CROISSANCE DES SOUCHES SUR DIVERS
MILIEUX DE CULTURE

La cinétique de croissance des quatre souches K. lactis
a é6té étudiée en fioles de 100 ml dans divers milieux. Les
résultats montrent que ces souches se développent de facon
analogue sur un méme milieu (Tableau 61).

TABLEAU 61: Paramétres de croissance des souches
Kluyveromyces lactis haploides dans
differents milieux de cutures

MILIEUX DE
Gl 1 2 Y
CULTURE Sab (Glec)(1l) Sab (Gal)(2) ME(Glc) 3 |YME (Gal)(4)
PARAMETRES -1 -1 —4 -1
h % FLO h % FLO h
SOUCHES n( ) 1 ( ) n( )|% FLO|p(h ) |% FLO
KL9a 0.30 [45.60]| 0.29 0.0 0.27 [35.40) 0.25 0.0
KL9b 0.31 {25.30| 0.30 0.0 0.28 [15.30{( 0.26 0.0
KL9c 0.29 |60.80{ 0.28 0.0 0.26 [50.70| 0.23 0.0
KL9d 0.31 0.0 0.30 0.0 0.29 0.0 0.27 0.0
(1) :Milieu de sabouraud a base de glucose
(2) :Milieu de sabouraud a base de galactose
(3) :Milieu de sabouraud a base de l'extrait de levure
et de glucose
(4) :Milieu de sabouraud a base de l'extrait de levure
et de glactose _
] :Taux de coissance népérien (h 1)

%FLO:Pourcentage de floculation.

Le milieu de sabouraud a base de glucose semble 1le plus
favorable pour la croissance. Sur ce milieu 1les souches non
floculantes ou faiblement floculantes ont une croissance
légérement plus élevée que les souches floculantes, toutefois
l1'allure des courbes de croissance est similaire pour toutes les
souches (figure 138).
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Fig. 138: Cinétique de croissance des souches K, lactis
floculantes et non flcculantes sur milieu
sabouraud 3 base de gluc se

II. FLOCULATION DES SOUCHES K, lactis

IT.1. FLOCULATION DES SOUCHES EN MILIEU DE SABOURAUD

La floculation des souches a été, d'abord, testée en
milieu de sabouraud a base de glucose et peptone puis dans le
tampon acétate de Helm (pH 4.5). Dans ces conditions nous avons
déterminé le pourcentage de floculation en fonction du temps de
croissance. Le tableau 62 indique que 1la floculation maximale
est observée en phase stationnaire (aprés 48 heures de culture)
puis on note une baisse aprés 72 heures de croissance.
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TABLEAU 62: Influence du temps de culture sur le pourcentage
de floculation des souches K, lactis en milieu
de sabouraud & base de glucose

TEMPS DE
48h
CULTURE 24h 8 72h
MILIEU DE
FLOCULATION MG TAH | MC TAH | MC TAH
SOUCHES
KL9a 24.20120.57]40.80]32.90!25.30(20.20
KL9b 12.50]10.70]15.43]10.32]10.13] 9.10
KL9¢ 40.20035.60|57.91|48.90(50.43]40.15
KL9d 0.0 0.0 |0.0 0.0 |0.0 0.0

(Résultats exprimés en % de floculation)

MC : Floculation mesurée en milieu de
culture

TAH : Floculation mesurée en tampon acétate
de Helm (pH4.5)

II.2. INFLUENCE DE QUELQUES FACTEURS DU MILIEU
SUR LA CROISSANCE ET LA FLOCULATION DES
SOUCHES K. lactis

A partir du milieu, de sabouraud a4 base de glucose, qui
assure, dans les conditions normales, une bonne croisance et une
meilleure floculation, nous avons étudié 1'effet de quelques
éléments du milieu sur la floculation des souches.

Les essais préliminaires nous ont permis de constater que
lorsqu'on remplace le glucose par le galactose, 1la c¢roissance
est faiblement modifiée alors que la floculation disparait chez
les souches potentiellement floculantes (tableau 61).

11.2.1. INFLUENCE DE L'AGITATION ET DE L'AERATION

L'étude de 1'influence de l'agitation et de 1l‘'aération
sur la floculation a été effectuée dans un fermenteur, en
faisant varier la vitesse d'agitation et 1la quantité d'air
introduite.
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Selon certains auteurs, la floculation de Saccharomyces
cerevisiae deminue lorsque l'agitaion du milieu augmente (AIDA
et NAGATANI, 1971; AMRI et al., 1981; BROHAN et MC LOUGHLIN,
1984).

Pour tester 1l'effet de l'aération sur la floculation de
K.lactis, les cellules floculantes sont cultivées dans des
conditions d'aération et d'agitation variables. Les résultats
sont indiqués par les tableaux 63 et 63bis.

TABLEAU 63: Effet de l'aération sur la floculation des
souches K, lactis

MILIEU DE CULTURE| TAMPON ACETATE
TAUX
D'AERATION KL9c | KL9a| KL9b KL9c | KL9a| KL9b
(P.02 /h)
5 0 0 0 0 0 0
10 25 10 0 15 0 0
20 40 25 15 25 20 10
30 60 30 20 40 35 25
40 50 40 35 30 45 30
60 30 20 15 10 25 15

(Résultats exprimés en % de floculation)

TABLEAU 63bis: Influence de l'agitation sur la floculation
des souches K, lactis

AGITATION KL9a (MF) | KL9b(FF) | KL9c(TF) | KL9d(NF)
(Tpm)

50 0.0 0.0 0.0 0.0
100 10 0.0 30 0.0
150 20 10 50 0.0
200 20 10 50 0.0
300 40 20 65 5.0
400 30 15 50 0.0
500 15 5 40 0.0

- Résultats exprimés en pourcentage de floculation,mesuré
en milieu de culture aprés 48 heures de croissance.
- (Tpm): Tourspar minute
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Les résultats montrent qu'une augmentation d'aération
entraine une meilleure floculation des cellules,cependant il
existe un taux optimal d'aération au-~dela duquel la floculation
diminue. Ces résultats sont en accord avec ceux de STRATFORD
(1989).

Par ailleurs, MIKI et al., (1982 'b) ont noté que
l'aération induit une meilleure capacité de floculation chez 1la
levure Saccharomyces cerevisiae.

Dans le cas des levures K, lactls, nous n'observons
aucune induction de floculation chez les souches potentiellement
non floculantes quelle que soit 1'intensité de l'aération et de
ltagitation.

D'aprés STRATFORD, (1989), l'agitation et 1'aération ont
un effet sur plusieurs aspects de la floculation des 1levures.
Elles modifient entre autre, les intéractions éléctrostatiques
qui s'établissent au niveau des charges de surface cellulaire,
ce qui entraine une diminution de 1'intensité de floculation des
levures S, cerevisiae.

Selon le méme auteur, une agitation et une aération
continues permettent l1'établissement d'un équilibre dynamique
entre les cellules 1libres et 1les cellules floculées de &,
cerevisiae

T ..2.2 INFLUENCE DE LA CONCENTRATION EN
GLUCOSE SUR LA CROISSANCE ET LA
FLOCULATION DES SOUCHES K. lactls

L'influence de 1la concentration en glucose sur la
croissance et la floculation a été étudidée en milieu de
sabouraud.

Les variations du taux de croissance et du pourcentage de
floculation sont illustrées par les figures 139 et 140.

Les résultats montrent que les 4 souches sont sensibles
aux variations de la concentration en glucose. En effet, une
concentration minimale de 0,5% est indispensable pour la
croissance et la floculation des levures.

La concentration optimale en glucose pour une floculation
maximale en phase stationnaire de croissance est de 1l'ordre de 2
a4 3%. Lorsque la concentration en glucose est inférieure a 2% ou
supérieure a 3%, nous observons un ralentissement de 1la

croissance et une baisse de l'intensité de la floculation.
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source azotée sur la floculation (STEWART et al.,
1981).
souches K,

al.,

I1.2.3 INFLUENCE DE LA CONCENTRATION EN PEPTONE SUR

LA CROISSANCE ET LA FLOCULATION DES SOUCHES

K .lactis

Les travaux portant sur 1'influence des éléments du milieu
ont mis en évidence 1'effet de la nature et de la quantité de 1la

Pour vérifier ces observations dans le
lactis; nous avons fait varier la quantité de

dans le milieu de culture.

et 14

Fig.

Les courbes de variation du taux de croissance
pourcentage de floculation sont représentées par les figures 141
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L'effet de la source azotée est moins marqué que celui de
la source carbonée aussi bien sur 1la croissance que sur
l'intensité de 1la floculation. Les résultats indiquent par
ailleurs, que les souches floculantes sont plus sensibles aux
variations de la concentration en peptone dans le milieu de
culture que 1les souches non floculantes ou faiblement

floculantes.
70
= e
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Fig. Za2X: Wariation du pourcentage de floculation
des souches K, lactis en fonction de la
zoncentration en peptone dans le milieu

.de culture. ~

INFLUENCE DE LA CONCENTRATION EN CALCIUM SUR
LA CROISSANCE ET LA FLOCULATION DES SOUCHES
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La quantité de calcium dans le milieu de culture a une
action sur la croissance et la floculation des souches K. lactis
(figure 143 et 144). D'aprés 1les résultats 1'addition d'ions
calcium dans 1le milieu de culture entraine une légére
augmentation du taux de croissance des 4 souches. Toutefois on
note un effet inhibiteur lorsque la concentration en calcium est
supérieure a 3mM. Ce phénoméne a été observé pour d'autres
levures par KOVAC (1985) pour Saccharomyces cerevisiae et LOTAN
et al., (1976) pour Saccharomyces uvarunm.

Lorsque le milieu est enrichi en calcium, 1l'intensité de
floculation augmente. Les résultats indiquent que les souches
peu floculantes exigent des concentrations en calcium, plus
élevées. Ces mémes résultats montrent également une baisse de
l1'intensité de la floculation pour des concentrations
supérieures a 5mM. Ces observations mettent en évidence le réle
indirect du calcium dans le phénoméne de floculation.

III. ETUDE DE LA REVERSION DE LA FLOCULATION
DES SOUCHES K. lactis

III.1. INFLUENCE DU pH

Au cours de la croissance des souches K, lactis le pH aua
milieu de culture évolue pour atteindre des valeurs comprises
entre 4.0 et 4.5, or, il est établi que 1le pourcentage de
floculation varie selon le pH du milieu.

Nous avons vérifié 1l'effet du pH sur la floculation dans
le milieu de culture et en solution tampon acétate de Helm en
faisant varier le pH de la suspension de levure par addition de
HC1 0.1N ou NaOH O0.1N.

Les résultats sont illustrés par la figure 145(a et b).
Ils indiquent que les variations de pH affectent le pourcentage
de floculation de facon plus prononcée en solution tampon
acétate de Helm.

Par ailleurs, 1les agrégats cellulaires des levures
modérement et faiblement floculantes sont plus sensibles aux
variations du pH.En effet,pour les souches KL9a et KL9b, les
agrégats cellulaires sont complétement dispersés pour des pH
supérieurs a 5,5 et inférieurs 3 3.0. Notons toutefois que 1la
défloculation des agrégats cellulaires par le pH est,dans tous
les cas, réversible.
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II1.2. INFLUENCE DE LA TEMPERATEURE

L'influence de la température sur la stabilité des
agrégats cellulaires des levures a été étudiée en présence du
milieu de culture & pH 4.5.

Les suspensions de levures, a 1l'état floculant,sont
placées dans un bain-Marie a4 différentes températures pendant
des temps variables. Le pourcentage de floculation a été évalué
aprés refroidissement & 25°C.

Les résultats sont indiqués par la figure 146 {a,b,c). Les
agrégats cellulaires des 3 souches, plus ou moins floculantes
sont stables pour des températures inférieures a3 50°c.

Pour des températures supérieures a 50°c, nous observons
une baisse du pourcentage de floculation variable selon le
caractére floculant; en effet, les souches faiblement et
modérément floculantes sont plus sensibles que 1la souche treés
floculante. Dans le premier cas, les agrégats cellulaires sont
totalement dispersés pour des températures respectives de 70°c
et 60°c au bout de 8 minutes d'exposition; alors que ceux de 1la
souche trés floculantes la dispersion totale des agrégats est

obtenue & 80°c pour la méme durée d'exposition. A ces
températures 1la dispersion des ag ~égats cellulaires est
irréversible.

Ces résultats permettent de suggérer que les constituants
impliqués dans le phénoméne de floculation sont plus ou moins
thermolabiles en fonction du caractére de floculation de 1la
souche; ceci peut signifier que ces constituants ont des
structures différentes selon le degré de floculantion de 1la
souche.
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III.3. REVERSION DE LA FLOCULATION PAR LES OSES ET

DERIVES

L'influence des oses, notamment des
la stabilité des agrégats cellulaires a été étudiée en

monosaccharides,

sur
ajoutant

des quantités croissantes d'oses ou dérivés dans des suspensions
de levures en milieu de culture a pH 4.5.

Les résultats indiqués par les tableaux 64 et 65 montrent
que les structures glucidiques, comme nous l'avons constaté chez

l1a souche "mére",

ont un effet plus
dispersion des agrégats cellulaires

des 3

ou moins

la
la

marqué
souches,

sur
selon

nature de 1'ose et le pouvoir floculant des souches.

TABLEAU 64 (a): Réversion des
des souches floculantes KX,

agrégats

des oses et dérivés

cellulaires
lactis par

INHIBITEURS
g < 20 mg/ml

FAIBLEMENT INHIBITEURS
20< g < 50mg/ml

NON INHIBITEURS
q > 120mg/ml

D-Galactose
D-Fucose

D-Galactose-6-
phosphate Méthyl
o-D-galactopyro-

noside

O-Nitrophényl o-D -
galactopyranoside

P-Nitrophényl o-D-

galactopyranoside.

D-lactose
D-Mélibiose
D-Haffinose
D-Galactosamine
N-acétyl-D-galacto-

samine
D-Acide galactorunique

L-Arabinose

L-Galactose
L-Fucose
D-Mannose
D-Glucose

L-Glucose

D-Glucosamine

D-Mannosamine

D-Glucose-6-Phos-
phate

D-Mannose-6-phos-
phate
Métlyl o -D-gluco-
pyranoside
2-Déoxy-D- glucose
Métlyl p-D-glalacto-
pyranoside

g: quantité en ose ou dérivé en mg/ml nécessaire a
la défloculation totale des agrégats cellulaires
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Les oses les plus dispersants ont tous une structure
D-galactose non réducteur terminal. Les souches modérément
(KL9a) et faiblement (KL9b) floculantes sont plus sensibles 4
1'effet dispersif des oses particuliérement au D-galactose;
cette observation permet de suggérer que le nombre de cellules
agrégées intervient dans la stabilité, (c'est 4 dire dans les
intéractions entre les cellules) vis 3 vis de l'action des oses
et dérivés.

TABLEAU 65: Quantités d'oses et dérivés inhibiteurs,
nécessaires a4 la dispersion totale des
agrégats cellulaires de K, lacttils

SOUCHES
KL9¢c (TF) KL9a (MF) KL9b (FF)
OSES ET DIRIVES
D- Galactose 8.6 7.2 5.6
D- Fucose 12.4 10.3 7.4
D- Galactose-6- 5.9 4.8 41
phosphate
7/
M -D- - 14.2
€thyl a-D- galac 13.1 10.5
topyranoside
O- Nitrophényl a 8.3 6.5 5.3
-D-galactopy-
ranoside.
P- Nitrophényl o
D- galacto- 7.3 5.5 4.5

pyranoside.

(Résultats exprimés en mg/ml)

TF: Trés floculante
MF: Modérément floculante
FF Faiblement floculante.

III.4. EFFETS "DIRECTS" DE QUELQUES IONS MONO ET
BIVALENTS SUR LES AGREGATS CELLULAIRES
DES SOUCHES K. lactis

L'étude de l'effet des ions métalliques sur 1l'agrégation

cellulaire de 1a souche "mére" floculante (KLF) a mis en
évidence l'action inductrice ou inhibitrice de 1la floculation.
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L'action "directe" des ions monovalents et bivalents

ltagrégation cellulaire des 3 souches (KL9a,

été observée en milieu de culture (pH4.5).

K19b

et KL9c¢)

sur
a

Les résultats sont rapportés dans les tableauX66,67 et 68.
ILs montrent que les cellules potentiellement

forment des agrégats en présence des
Pour de faibles concentrations les
effet. Les ions Sr2+ et Ba2+ inhibent
concentration dans le milieu atteint

ions Ca
ions

24 floculan%gs
2 Mg+ et Mn .
Na , Kn'ont aucun

la floculation dés que

0.1mM.

TABLEAU 66 : Influence des ions minéraux sur les
agrégats cellulaires de la souche KL9c

CONCENTRATION(mM) 0.01 0.1{ 0.5 1.0 5.0| 10 15
IONS METALLIQUES
+ 62.3| 65.6!| 66.3| 62.4| 30.71 10. 5.5
Na
Kf 60.2! 65.4| 67.2| 58.3| 25.21 11. 6.2
Ca2+ 55.6} 60.3| 66.3| 68.2| 60.6] 20. 10.7
2+ 54.3) 58.6| 64.5| 65.4] 57.3 5. 8.2
Mg
an+ 56.2| 62.2| 66.4| 65.3| 50.6} 18. 5.2
2+ 48.2¢ 10.5] 0.0 0.0 0.0} O. 0.0
Sr
Ba®"* 50.1| 15.3| 0.0 | 0.0 0.0 0. 0.0
(Résultats exprimés en % de floculation)
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TABLEAU 67 : Influence des ions minéraux sur les
agrégats cellulaires de la souche KL9a

CONCENTRATION(mM) | .| (| o5 | 1.0 | s.0] 10 15
IONS METALLIQUES
+ 30.1{ 35.6| 40.2| 30.6{ 10.6 5.2{ 0.0
Na
K+ 31.3! 36.2} 38.6| 35.3| 11.2 4.3} 0.0
Caz+ 40.5| 42.6] 43.2) 45.21 23.8 7.8 0.0
2+ 30.1) 35.2! 36.41} 38.2}| 18.6| 10.0! 0.0
Mg
2+ 30.6{ 36.2| 35.6! 36.2} 15.3 6.2 0.0
Mn
2+ 25.41 15.2] 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Sr
Ba®* 26.4| 16.3] 0.0 | 0.0 0.0{ 0.0 | 0.0
(Résultats exprimés en % de floculation)
TABLEAU 68: Influence des ions minéraux sur les
agrégats cellulaires de la souche KL9%b
CONCENTRATION(HWD 0.01 0.1 0.5 1.0 5.0( 10 15
IONS METALLIQUES
+ 10.5| 12.3f 12.6| 14.3 6.2 0.0 0.0
Na
K+ 11.5} 13.2| 12.3| 13.5 5.4 0.0} 0.0
Caz+ 12.3! 14.2) 15.6} 20.2} 10.3 5.2; 0.0
2+ 10.4) 12.4] 16.3]| 15.4 8.6 5.0 0.0
Mg
2+ 10.2 12.3| 13.5| 13.3 6.2 2.5 0.0
Mn
2+ 5.5 2.5 0.0 0.0 0.0} 0.0 0.0
Sr
Ba®* 10.2| 5.2| 0.0 | 0.0 0.0/ 0.0 | 0.0

(Résultats exprimés en % de floculation)
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Les ions Ca?+favorisent la floculation. Des concontrations
de 1 3 4 mM permettent une augmentation du pourcentation de
floculation, particuliérement chez 1les souches modérément
floculantes et faiblement floculantes (KL9a et KL9b) mais
n'affecte pratiquement pas cg}ui de la souche trés floculante.
Pour des concentrations de Ca supérieures a 6mM on observe pour
toutes les souches l'effet inverse.

Les ions M z+et an+é de faibles concentrations et en
présence de ca*"n'ont pas d'effet sur 1le pourcentage de
floculation des 3 souches. En revanche les ions Sr2+et
Baz+dispersent totalement les agrégats cellulaires dés que leur
concentration dans le milieu est supérieure a 0.1mM . Ces
résultats confirment ceux obtenus avec 1les souches '"méres"
(Premiére partie chap. IV.)

Par ailleurs, nous avons étudié 1'inhibition compétitive
des ions bivalents Ca?+et Mg2+par les ions monovalents K et
Na'. Pour cela, des suspensions de levures dans le tampon
acétate de Helm (pH 4.5) contenant 3 a4 4 mM de Ca 2 ou de
Mg?+,0nt été préparées; les ions Na'et K sont ajoutés, en
suite, a différentes concentrations.

Les résultats sont rassemblés dans les tableaux 69, 70, 71
et 72. 1Ils indiquent que les fortes concentrations en Na'et K
inhibent la floculation induite par les ions Caz+et: Mgz+11
apparait, d'aprés ces résultats, que les ions Na et K peuvent
agir, a4 c:rtaines concentrations, comme des antagonistes des
jons ca”’ et'ﬂgz. L'effet des ions K et Na' est plus prononcé
dans l'agrégation induite par les ions Mgz+, ceci permet de
suggerer, alors, que les liaisons dans les cellules floculantes
avec les ions Ca+ sont plus spécifiques que celles établies
avec les ions Mg

TABLEAU 69: Efﬁgt de }'inhibition compétitive des ions
Ca’ et K sur les agrégats
cellulaires des souches K, lactis

SOUCHES
CONC. EN K+(mM) KL9¢c KL9a KL9b
0 60.5 30.3 : S
5 35.6 15.2 10:.2
10 20.3 10.4 5.3
25 10.0 0.0 0.0
50 0.0 0.0 0.0

(Résultats exprimés en % de floculation)
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cellulaires des souches XK.
(Résultats exprimés en % de floculation)

TABLEAU 70: Efﬁgt de 1'}nhibition compétitive des ions
Ca et Na sur les agrégats
lactis

SOUCHES
CONC. EN Na+(mM) KL9c KLOa KL9b
0 58.2 28.3 16.2
5 40.1 14.1 8.6
10 15.5 8.6 5.3
25 5.4 4.2 0.0
50 0.0 0.0 0.0

(la concentration en ca2’ est de 3 mMM)

TABLEAU 71: Effet de 1'inhibition compétitive des

ions Mg*'rar les ions K sur les agrégats

cellulaires de:s souches K,

lactis

(Résultats exprimés en % de floculation)

SOUCKES
KL KL9a KL
CONC. EN k' (mM) gc ? b
0 50,3 26,5 12,4
5 20 12,6 6,3
10 10 5,3 2,5
25 5,7 0 0
50 0 0 0

(La concentration en Mg,z+ et 4 mM)
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TABLEAU 72: Effet de l'inhibition compétitive des
ions Mg,z+ par les ions Na' sur les
agrégats cellulaires des souches K. lactis
(Résultats exprimés en % de floculation)

SOUGHES
KL9¢c KL9a KL9b
CONC. EN Na’*(mM)
0 45,2 25,4 14,2
5 10,6 5,3 2,2
10 2,1 0 0
25 0 0 0
50 0 0 0

(La concentration en mg,z+ est de 4 mM)

L'addition simultanée dans le milieu de floculation de
Caz+ et K puis Ca.z+ et Na' dans le rapport déterminé met en
évidence que les ions Na' et K peuvent réduire 1la floculation
des levures trés floculantes et empécher 1la floculation des
levures moyennement et faiblement floculantes (tableau 73 et
74).

TABLEAU 73 : Effet antagoniste des ions K
sur la floculation des souches

K. lactis

SOUCHES
RAPPORT (C327 K+) KL9c KL%a KL9b
IONIQUE

Caz+ K+
. , . . 15.

0.1 o ) 65.1 42.3 5.3
0.2 0.2 0.1 68.3 45.4 20.3
0.5 0.1 0.2 40.2 25.3 10.5
1.0 0.1 0.1 20.5 15.2 5.8
10 1.0 0.1 15.5 10.1 5.0

(Résultats exprimés en % de floculation)
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TABLEAU 74: Effet antagoniste des ions Na+ sur la
floculation des souches X. lactiis

SOUCHES
RAFFORT 2+ o] KL9c KL9a KL9b
IONIQUE
0.1 Cagfl ga+ 58.2 30.7 20.6
0.2 0.2| 0.1 65. 4 36.8 22.6
0.5 0.1] 0.2 50.2 25.1 18.4
1.0 0.1 0.1 40.5 15.3 10.2
10 1.0] 0.1 30.6 10.5 5.6

(Résultats exprimés en % de floculation)

Une étude effectuée sur d'autres souches K. lactis
(MANGUNWIDJAJA, 1988) montre que 1l'effet positif du Mg?'diminue
progressivement lorsque le pH du milieu est inférieur 3 4,0 et
supérieur 33 7,0. Selon cet auteur, les ions Mgz+ et Mn2+ peuvent
induire 1la floculation de certaines souches K, lactis, a
certains pH, mais le degré de floculation reste inférieur 2
celui obtenu avec les ions Caz+et Mg2+. Par aillnurs, dans un
milieu contenant Mg?+, si 1'on augmente la corcentration en
Ca +, il s'en suit une augmentation du p surcentage de
floculation, ceci suggeére que les ions Ca+ restent
indispensables pour une floculation maximale.

III.5. EFFET D'UN TRAITEMENT ENZYMATIQUE SUR LA
FLOCULATION DES SOUCHES K. lactis

Afin de mettre en évidence, 1le rdéle des structures
pariétales de surface impliquées dans la floculation nous avons
traité les cellules entiéres des 3 souches floculantes (KL9a,
KL9b, KL9c) par des enzymes protéolytiques: pronase,trypsine,
pepsine et chymotrypsine selon le protocole décrit dans matériel
et méthodes.

Les résultats présentés dans le tableau 75 indiquent que
le traitement des cellules floculantes par des enzymes
protéolytiques, provoque une réduction du pouvoir floculant des
souches testées. L'action de la pronase est la plus
importante.En outre, ce traitement affecte particuliérement les
souches KL9a et KL9b (moyennement et faiblement floculantes).
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TABLEAU 75: Effet d'un traitement enzymatique sur la
floculation des souches K, lacttis

I SOUCHES
ENZYMES KLSc KL9a KL9b
Temoin 60.5 40.3 20.2
Pronase 10.3 5.4 0.0
Trypsine 20.7 5.6 0.0
Pepsine 15.1 2.5 0.0
Chymotrypsine 20.5 5.8 0.0

(Résultats exprimés en % de floculation)

L'action spécifique des enzymes laisse supposer que les

protéines superficielles des parois, impliquées dans le
phénoméne de floculation, présentent des structures
particuliéres selon le degré de floculation des souches. Selon

VAVASEUR, (1985) les sites d'action des protéases sur un peptide
(A-B-C-D) est spécifique; en effet 1la chymotrypsine hydrolyse
les 1liaisons peptidiques c6té carboxyle des acides aminés
ardmatiques (B), tryptophane, phénylalanine, 1leucine, tyrosine
et a des degrés faibles pour 1la méthionine, asparagin -,
histidine; 1'hydrolyse est bloquée par la proline en positim
{C) (BLOW, 1971).

Par contre la trypsine a pour sites d'actions potentiels
les liaisons peptidiques cdtés carboxyle des acides aminés (B)
lysine ou arginine et 4 un taux faible pour 1la cystéine,
1'hydrolyse est bloquée si la proline est en position (C) et
réduite si A et C sont des résidus acides, cependant, des
clivages non spécifiques se produisent aprés une longue
incubation.

Selon ANTONOV (1977) la pepsine hydrolyse 1les 1liaisons
peptidiques cdté NHz des acides aminés, si B et fou C sont
hydrophobes: phénylalanine, tyrosine, leucine, tryptophane.Des
clivages non spécifiques sont observés pour d'autres acides
aminés en position B sauf la proline.

Dr'aprés WAXDAL (1971) la pronase hydrolyse 1les 1liaisons

peptidiques de la chaine protéique a 1'exclusion de 1la 1liaison
acide aspartique-N-acétyl-glucosamine.
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II.I1.6. EFFET DES TRAITEMENTS CHIMIQUES SUR
LA STABILITE DES AGREGATS CELLULAIRES
DE K, lactis

Les traitements chimiques, tout comme les traitements
thermiques ou enzymatiques, peuvent modifier 1la structure des
constituants protéiques impliqués dans le mécanisme de
floculation des levures.

Certains agents chimiques, telle que 1'urée, dénaturent
les protéines en provoquant un changement de leurs propriétés
chimiques et biologiques (MARTIN et al., 1983).

Pour mettre en évidence 1les effets de quelques agents
chimiques sur la stabilité des agrégats cellulaires des souches
K, lacis, nous avons traité les cellules a 1'état floculant
selon le protocole décrit (chap. II).

Aprés traitement, les cellules sont lavées a l'eau
distillée plusieurs fois, puis remises en suspension dans 1le
milieu de floculation et le degré de floculation déterminé.

Les résultats rapportés dans le tableau 76 montrent que
les agents chimiques affectent 1le pouvoir floculant des
souches. Les concentrations en agents chimiques correspondant 23
une perte fotale du pouvoir floculant dépendent de la nature de
l'agent cb mique et du degré de floculation initial des cellules
traitées.

Les souches modérémenent et faiblement floculantes sont
plus sensibles a 1l'action des agents chimiques. Cependant 1la
perte des aptitudes a 1la floculation, aprés un traitement

chimique, est irréversible pour toutes les souches.

Par ailleurs, lorsque le milieu contenant l'agent chimique
ou le milieu de refloculation sont enrichis en ions Ca *,nous
observons une dispersion totale des agrégats cellulaires; les
ions Caz+ ne jouent, donc, aucun effet protecteur.

L'action des agents chimiques sur les cellules
potentiellement floculantes est analogue a celle des traitements
thermiques (aux températures élevées); ceci suggére que la
structure protéique de la surface cellulaire est modifiée et
elle est responsable, ou du moins, impliquée dans 1l'agrégation
des cellules de K, lactis.
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TABLEAU 76: Effet d'agents chimiques sur 1la
floculation de KX, lactis

SOUCHES
CENTRA
TRAITEMENT CONCEN TION KL9c KL9a KLSb
(mM)
Temoin 0 60.4 38.7 21.3
Urée 5 25.6 5.6 0
Chlorhydrate 5 31.7 15.3 5.4
de Guanidine
Formaldéhyde 5 129.8 15.7 7.6
Mercapto 0.1 15.2 6.7 0.0
éthanol
Anhydride 4 30.3 25.2 10.3
Succinique

Carbodiimide 4 25.5 10.6 5.5

(Résultats exprimés en % de cellules floculées)

KL9c: K, lactis Trés floculante (TF)
KL9a: K, lactis M yennement floculante (MF)
KL9b: K, lactils ¥ :iblement floculante. (FF)

Les changements conformationnels ou 1la destruction des
structures stéréochimiques des protéines pariétales des levures
K, lactls, provoquent la perte de leurs capacités 3 floculer. Ces
résultats confirment ceux obtenus pour d'autres levures par
NISHIHARA et al., (1982) pour Saccharomyces cerevisiqe; KAMADA
et MURATA, (1984 a, b) pour Saccharomyces UVAT UM, et
Saccharomyces bayanus.

Les nombreux travaux portant sur le rbéle des structures
protéiques superficielles des parois de 1levures, dans la
floculation ont montré chez 1les levures floculantes une
structure conformationnelle particuliérement adaptée au sein des
phosphopeptidomannanes des cellules; il résulte alors qu'une
modification ou un réarrangement structural des protéines de
surface cellulaire conduit a 1la formation ou dispersion
d'agrégats cellulaires (TAYLOR et ORTON, 1978; AMRI et al.,
1982; MIKI et al., 198la).
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IV. DI SCUSSION

L'expression des potentialités génétiques est modulée par
des facteurs nutritionnels et physico-chimiques liés a
l1'environnement de croissance des levures.

Les études génétiques entreprises sur 1la floculation se
sont heurtées, d'une part aux difficultés résultant d'une
fréquence d'apparition de souches polyploides,triploides ou
haploides; et d'autre part, les souches potentiellement
floculantes peuvent perdre, dans le temps, leur pouvoir de
floculation (PATEL et INGLEDEW, 1975).

Afin de vérifier si les facteurs nutritionnels et
physicochimiques intervienent dans tous les cas de floculation,
nous avons ¢étudié 1'influence de quelques facteurs sur 1la
croissance et la floculation des souches K, lactis haploides
issues d'un croisement de 2 souches l1l'une floculante et 1'autre
non floculante, étudiées dans 1la premiére partie de notre
travail. Les souches issues d'un tel croisement présentent des
degrés de floculation variables.

Les résultats obtenus, en faisant varier certains facteurs
du milieu de culture, montrent que les 3 souches KL9a (MF), KL9b
(FF) et KL9c (TF) floculent dans les mémes conditions c'est 2
dire en milieu de culture type sabouraud contenant des quantités
optimales en glucose et en peptone rrspectivement de 2 38 3% et
de 1%. la floculation maximale pour .es 3 souches se manifeste
en fin de phase exponentionnelle.

La floculation des souches modérément et faiblement
floculantes, semble affectée par la concentration en ions Caz+.
En effet, le pourcentage maximal de floculation de ces souches
est atteint pour des concentrations en Ca+ de 4mM a 5mM; au
dela de ces concentrations, on note une baisse rapide du
pourcentage de floculation, d'autant plus importante si 1la
floculation se produit en tampon acétate de Helm (PH 4.5). 1I1
faut signaler, qu'en absence du calcium, en tampon acétate,
aucune souche ne flocule.

Les agrégats cellulaires des trois souches sont dispersés
par des pH extrémes de facon réversible. La stabilité des
agrégats est obtenue pour des pH compris entre 4,0 et 4,5. de
méme, des températures supérieures a 70°C provoquent la
dispersion totale et irréversible des agrégats cellulaires au
bout de 8 minutes d'exposition.

Des études relatives, au rdle des ions métalliques dans la

floculation des levures et la stabilité des agrégats
. . . +

cellulaires, ont montré 1'importance des ions Ca dans
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1'induction de 1'adhésion cellulaire (NISHIHARA et al., 1982;
LIPKE et PILSBURY 1984). Selon certains auteurs, le calcium joue
le réle inducteur de 1'activité des facteurs de floculation
(MIKI et al., 1982 a) en revanche, d'autres suggérent que
l'effet du calcium est secondaire et consisterait 3 diminuer les
intéractions (par répulsion) électrostatiques entre les
cellules. Les différences de floculation constatées sont
vraisemblablement dues 3 des différence d'accessibilité des
facteurs impliqués dans la floculation (AMRI et al., 1981).

L'étude des modifications quantitatizf et qualitative dans
le milieu de floculation des ions Ca Mg~ , Mn +,Na+ et
K' révélent des effets antagonistes entre, particuliérement, les
. + + 2+
ions Na , K et ca chez les levures floculantes.

Particuliérement chez les levures K,lactig, 1'inhibition
par les jions monovalents (Na+ et K+) de 1a floculation induite
par les ion§+Mg2+, révele que les liaisons intercellulaires dues
aux ions Ca  est spécifiques alors que celles dues aux ions
Mg?'ne le sont pas (MANGUNWDJAJA, 1988).

D'une maniére générale, on admet que dans la fixation, par
les grougements carboxyliques des glycoprotéines pariétales, les

jons Ca““ont un rbdle important dans la floculation en
stabilisant la structure conformationnelle de ces structures
protéiques nécessaires a 1la floculation. Les groupements

carboxyliques des chaines peptidiques ont la propr été d'établir
des liaisons avec des ions bivalents en formz .t des ponts
joniques stables (ROLQPD,IQ?Z; STEWART et al., 1975). En
principe, les ions Ca , dans 1l'interaction avec les ions
carboxyliques peuvent étre remplacés par des cations bivalents
ayant une taille atomique voisine de celle de Ca?+, or dans le
cas de 1'adhésion cellulaire des 1levures, le pourcentage de
floculation obtenu avec les ions Mg+ et Mn* (ions ayant une
. . . 2+ . s N . . .
taille voisine de celle de Ca ), est inférieur a celui induit
par les ions Ca’ (TAYLOR et ORTON, 1975; MIKI et al., 1982). De
plus 1'induction de la floculation chez les souches de X, lactis
par les ions Mg?+est trés dépendante du pH, ce qui n'est pas le
cas pour les ions Ca+

Par ailleurs, 1les ions Dbivalents Srﬁ+et Ba?+dont les
rayons ioniques (respectivement 1.25A%et 1.47A°) soit supérieurs
a ceux de Ca +, inhibent complétement la floculation des levures
K. lactis pour des teneurs, dans le milieu de floculation,
supérieures a 0.1 Mm.

Certains auteurs, entre autres, JAYATISSA et ROSE (1976)
puis AMRI et al., (1982) ont émis 1l'hypothése selon laquelle il
y aurait wune compétition entre 1la force de répulsion des
groupements ioniques et 1la force dtattraction; ltaction
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antagoniste des ions K' et Na' vis-a-vis des ions Ca2+ semble
confirmer cette hypothése.

Selon KAMADA et MURATA (1984) la liaison sélective entre
les ions Ca?+et les parties protéiques des ©polysaccharides
pariétaux, est favorisée par un arrangement spécifique des
groupements Carboxyliques. D'aprés MIKI et al., (1982 a), les
ions Ca+jouent un rdle activateur notamment pour un changement
conformationnel des substances de nature 1lectinique qui se
fixeraient alors aux sucres (récepteurs) présents a4 1la surface
des cellules.

La réversion de la floculation par les oses et dérivés est
observée pour les 3 souches floculantes (KL9a, KL9b et KL9c).
Les agrégats cellulaires sont dispersés, particuliérement, par
le galactose en milieu de culture ou en tampon acétate (pH 4.5
en présence de Ca.+), ceci indique que des molécules spécifiques
liées a4 la paroi des levures, interviennent dans la floculation.

Lorsque les souches floculantes sont cultivées en milieu
type sabouraud a base de galactose, elles ne floculant plus. Les
souches X, lactis synthétiseraient donc le facteur de floculation
a partir du glucose, mannose, mais cette synthése est inhibée
par le galactose. Ces observations rejoignent celles déja faites
par d'autres auteurs (TAYLOR et ORTON, 1978; MIKI et al., 1981

et MANGUNWIDJAJA, 1988).

Les cellules potentiellement floculantes traitées par des
enzynes protéolytiques ou des agents chimiques perdent leur
capacité de floculer. Ceci peut s'expliquer par la modification
des parties protéiques des glycoprotéines (PPM) ou par 1la
dénaturation irréversible des parties protéiques indispensables
a4 la floculation. La dénaturation ou les modifications chimiques
de ces parties protéiques peuvent entrainer un effet sur les
caractéristiques d'autres composants protéiques superficiels des

cellules.

Récemment, MANGUNWIDJAJA (1988) a isolé et purifié une

"lectine"™ & partir de cellules floculantes de K. lactils
haploides. Cette "lectine" agglutine les hématies de 1lapin et

favorise la floculation des levures floculantes 3 pH 4.5. Cet
auteur, explique le 1rb6le fondamental de cette structure
lectinique dans la floculation des levures K, lactis; toutefois,
il semblerait que la synthése de cette substance "lectinique"

soit spécifique de la souche; en effet, des essais effectués sur
les souches étudides dans le présent travail ne nous ont pas
permis d'isoler une telle substance lectinique.
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CHAPITRE IX

COMPOSITION CHIMIQUE COMPAREE ET ETUDE
DES STRUCTURES PARIETALES DES SOUCHES K. LacTis
("HYBRIDES™ FLOCULANTES ET NON FLOCULANTES



I. ISOLEMENT ET COMPOSITION CHIMIQUE DES PAROIS

Comme nous l'avons déja signalé, la floculation des levures
est liée aux parois cellulaires et dépend de leur structure.
Afin de tenter d'élucider 1les mécanismes de floculation des
levures X, lactis et de vérifier les résultats obtenus dans 1la
premiére partie de notre étude nous avons réalisé une étude de
la composition des parois et des structures pariétales
impliquées dans la floculation des souches K, lactis issues d'un
croisement de 2 souches floculante et non floculante et obtenues
par dissection d'un méme asque (souches hybrides, haploides).

Les résultats de la premiére partie de notre étude, comme
ceux obtenus par d'autres auteurs, ont mis en évidence des
différences significatives dans la composition des parois de
levures floculantes et non floculantes notamment en ce qui
concerne les teneurs en oses totaux neutres, en acides aminés et
en phosphore.

I.1. ISOLEMENT DES PAROIS ET RENDEMENT PONDERAL

Les parois ont été isolées des cellules aprés 48 heures de
croissance, par broyage mécanique en présence de billes de
verre. La quantité de parois reccueillies n'indique pas de trés
grandes variations entre les différentes souches (Tableau 77).

TABLEAU 77: Rendement pondéral 2n parois et pourcentage
de floculation des levures K, lactis

SOUCHES R % FLo
KL9c (TF) 15.9 60.6
KL9a (MF) 12.8 41.3
KL9b (FF) 13.0 21.4
KL9d (NF) 11.3 0.0
R : Rendement pondéral en parois (% de matiére séche)

%F10: Pourcentage de floculation aprés 48 heures de

croissance
TF : Trés floculante
MF : Moyennement floculante
FF : Faiblement floculante
NF : Non floculante.
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I.2. COMPOSITION CHIMIQUE GLOBALE DES PAROIS

Les parois isolées sont soumises & des hydrolyses acides
qui libérent, d'une maniére générale, des monoméres d'hexoses,
des hexosamines (glucosamine) et des acides aminés. Les
conditions optimales de libération des différents constituants
ont été préalablement déterminées.

Les résultats de 1'analyse chimique globale apreés
hydrolyse des parois sont rassemblés dans le tableau 78.

TABLEAU 78 :Composition chimique globale des
parois de levures K, lactis
floculantes et non floculantes

SOUCHES KL9c KL9a KL9b KL9d
CONSTITUANTS
Oses neutres 80.5 75.9 65.6 64.8
Hexosamines 2.70 2.80 3.70 3.90
ACi‘(ii:’)ami“és 10.9 11.6 13.8 14.3
Phophore (P) 2.7 2.6 1.12 1.2
Calcium 0.59 0.6 0.31 0.28
Man/Glc 4.2 3.8 2.6 2.1
Oses/AA 7.38 6.54 4,75 4.53
Oses/P 29.81 29.19 58.57 54.0
AA/P 4.03 4.46 12.32 11.91

(Résultats exprimés en % de matiére séche)

Man: Mannose
Glc: Glucose

I.2.1. ANALYSE DES OSES NEUTRES

Aprés hydrolyse acide (HCl1 2N pendant 3h) des polyméres,
les oses neutres libérés sont dosés selon la méthode de DUBOIS
et al. (1956),puis identifiés par chomatographie sur papier et
par chromatographie en phase gazeuse (CPG) sous forme d'acétates
d'alditols.

Les teneurs en oses neutres totaux augmentent environ de

16% et 11% dans les parois de levures trés floculante (TF, KL9c)
et moyennement floculante (MF, KL9a). Cette augmentation n'est
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pas significative entre les teneurs des parois de levures
faiblement floculantes (FF, KL9b) et non floculantes (NF, KL9d).
Ces résultats indiquent que 1la biosynthése des oses neutres
dépend de 1'intensité de la floculation des levures K, lactis.

L'analyse qualitative des oses neutres faite par
chromatographie sur papier met en évidence la présence exclusive
de mannose et de glucose. Ces résultats sont confirmés par
chromatographie en phase gazeuse comme le montre la figure 147.

L'analyse quantitative des oses des parois de K, lactis
par chromatographie en phase gazeuse donne des rapports molaires
mannose /Glucose de 4.2 , 3.8, 2.6 et 2.1 respectivement pour
les levures KL9c, KL9a, KL9b et KL9d. Nous constatons ainsi que
les levures non floculantes ou peu floculantes renferment plus
de glucose par rapport aux levures treés floculantes et
moyennement floculantes et inversement ces derniéres contiennent
plus de mannose.

I.2.2. TENEUR EN HEXOSAMINES DES PAROIS

Les hexosamines ont été libérées aprés hydrolyse HC1l6 N
pendant un temps optimal de 4 heures. Les dosages mettent en
évidence une nette différence au niveau des teneurs entre les
parois des levures floculantes et non floculantes. En effet
lorsque la levure est trés floculante (KL9c), sa paroi contient
environ 50% d'hexosamines de moins que la paroi de la levur: non
floculante (KL9d) (Tableau 78). Toutefois 1les teneur: en
hexosamines des parois des levures faiblement floculantes {KL9b)
et celles des parois de levures non floculantes (KL9d) sont
voisines; ceci indique que la teneur en hexosamine est 1liée 2
l'intensité de 1la floculation des 1levures K. lactis. Par
ailleurs, la détermination des hexosamines par autoanalyseur a
révélé dans toutes les parois la présence de glucosamine.

I.2.3. TENEUR EN ACIDES AMINES

Quantitativement les teneurs en acides aminés diminuent
légérement lorsque le degré de floculation augmente. Cette
obsérvation est vérifiée par la détermination des groupements
NHz, dans les hydrolysats des parois, au DNFB et par 1'analyse
chromatographique a 1l'autoanalyseur.

Les parois de levures non floculantes (KL9d contiennent
environ 5% de plus que celles des levures trés floculantes
(KL9¢c). Toutefois on ne note pas de différence significative
entre la teneur en acides aminés des parois de levures
faiblement floculantes (KL9b)et celles des parois de levures non
floculantes (KL9d).
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Qualitativement, le pourcentage relatif de chaque acide
aminé ne varie pas de facon trés significative en relation avec
le caractére floculant; cependant 1la teneur en sérine et
thréonine augmente légérement lorsque la levure est floculante
(Tableau 79 et histogramme 10).

I.2.4. TENEUR EN PHOSPHORE

D'aprés les résultats des dosages (tableau 78) 1les parois
des levures K, lactts floculantes renferment 2 fois plus de
phosphore que les parois de levures non floculantes.

Les levures étant cultivées dans les mémes conditions, la
teneur élevée en phosphore des parois floculantes, comme nous
l'avons déja observé dans la premiére partie, indique que les
constituants phosphorylés de la paroi de K, lactis sont impliqués
dans le phénoméne de floculation. En effet, en comparant 1la
teneur en phosphore des souches différemment floculantes, nous
constatons qu'elle augmente lorsque le degré de floculation de
la souche augmente (tableau 78, KL9¢c et KL9b). Rappelons
cependant, que le réle des phosphates est sujet a controverse
dans le phénoméne de floculation d'autres levures.

I.2.5. TENEUR EN CALCIUM

D'une maniére générale, les teneurs en calcium des parois
de levures sont ralativement faibles. Le calcium peut intervenir
directement ou indirectement sur 1la formation des agrégats
cellulaires. Les concentrations nécessaires a l'apparition de la
floculation semblent dépendre des souches de 1levures et des
conditions de culture. Dans tous 1les cas de floculation une
concentration minimale en calcium, dans le milieu de culture est
indispensable (AMRI et al., 1981; BALLOU, 1974). Pour K, lactis,
les parois des levures floculantes contiennent plus de calcium
que celles des levures non floculantes; ceci indique que cet
élément intervient, du moins en partie, dans la floculation.
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TABLEAU 79: Composition en acides aminés des parois de

K, lactls floculantes et non floculantes

(Résultats exprimés en % de matiére séche)

KL9c (TF) KL9a (MF) KL9b (FF) [(KL9d (NF)

AA pg/mg | % AAlug/mg | % AA|pg/mg| % AA|ug/mg| % AA
Asp 11.2 (10.67| 12.3 [10.35| 13.6) 9.73| 14.5]| 9.96
Thr 15.3 |15.58] 16.4 |13.80| 21.9(14.96| 21.6|14.84
Ser 12.8 [12.20f 13.5 [11.36| 14.3{10.23| 14.9(10.24
Glu 16.3 {16.53} 17.1 [14.39| 22.5(16.10| 22.7|15.61
Pro 4.5 4.28 5.5 4.62 6.2 4.43 6.8| 4.67
Gly 3.7 4.52 4.8 4.04 7.3 5.22 6.9| 4.74
Ala 6.7 6.38 7.6 6.39 10.| 7.30| 11.0| 7.56
vVal 6.1 5.81 7.2 6.06 8.1 5.79 7.8] 5 36
Ile 5.2 4.95 7.4 6.22 8.2 5.86 8.3| 7.70
Leu 6.6 5.29 8.1 6.81 7.6) 5.44 7.9] 5.42
Tyr 2.8 2.66 3.4 2.86 3.2 2.29 3.7| 2.54
Phe 3.2 3.05 4.3 2.86 3.2 2.29 3.7| 2.54
Lys 5.8 4.52 4.6 3.87 6.4 5.58 6.8{ 4.67
His 2.9 2.76 3.7 3.11 4.1 2.93 4.2] 2.88
Arg 1.8 1.71 2.9 2.44 2.1} 1.50 2.9} 1.99

Total 104.9 [99.91]118.8 |99.93(139.7{99.93145.5{99.96
AA Acides aminés MF :Moyennement floculante

TF Trés floculante FF :Faiblement floculante

NF :Non floculante.
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I.3. DI SCUSSION

De nombreux travaux ont montré que les teneurs en parois
isolées des levures varient en fonction de 1'age des cellules et
de leur état floculant ou non.

Ainsi pour les levures du genre Saccharomyces, AMRI et al.
(1981), puis SALHI (1986) ont constaté une augmentation de 1la
quantité de parois extraites lorsque les cellules passent de
1'état non floculant a 1'état floculant. De méme, pour
Khuyveromyces bulgartcus, HUSSAIN (1983) a  rapporté  une
augmentation dans le méme sens; alors que AL MAHMOOD (1988) n'a
pas mis en évidence de différences significatives pour 1la méme
levure.

Les taux de parois extraites des levures K, lactis varient
peu avec le caractére floculant. Nous avons obtenu 15.9% et
11.3% de parois respectivement a partir de cellules ¢trés
floculantes et non floculantes.

Les études gqui ont porté sur la composition des parois
s'accordent, en général, a admettre que 1les variations de 1la
composition des parois de levures floculantes et non floculantes
concernent particuliérement les teneurs en oses neutres,
hexosamines, acides aminés et en phosphore.

L'étude compa rative des parois de K, lactis, caractérisées
par des degrés de ‘locilation variables, a permis de confirmer
ces observations ¢t do mettre en évidence que les variations de
la composition pariétale de ces levures au moment de 1la
floculation, sont d'ordre quantitatif, et portent effectivement
sur les constituants cités {oses, hexosamines, acides aminés et
phosphore). En comparant ces constituants pariétaux, nous
constatons que les oses et le phosphore varient nettement en
relation avec le degré de floculation de la levure.

L'ensemble des résultats semble confirmer les hypothéses
selon lesquelles 1'état de floculation des levures se traduit
principalement par une augmentation des oses totaux et une
baisse des protéines.

Les teneurs élevées en oses totaux dans 1les parois de
levures floculantes sont souvent attribuées a un enrichissement
en polyméres a base de mannose, c'est a dire les mannanes. Ceci
est confirmé par le rapport Man/ Glc plus élevé dans les parois
de ¥, lactis floculante.

D'une maniére générale, 1l'augmentation de 1la teneur en
oses dans les parois de levures floculantes, a été constatée
par plusieurs auteurs notamment chez Saccharomyces et
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Kluyveromyces (STEWART et BALLOU,1968; JEUNEHOMME-RAMOS, 1964;
DAY et al., 1975; STEWART et RUSSEL 1981; AMRI et al., 1982;
HUSSAIN et al., 1987).

L'augmentation de la teneur en phosphore dans les parois
de K. lactils floculante est paralléle 3 celle des mannanes
cependant, elle ne serait pas seulement due a4 l'augmentation de
ce polymére a4 base de mannose phosphorylé, mais également & un
degré de phosphorylation plus important des ¢éléments pariétaux
en particulier les mannanes (LYONS et HQUGH, 1971). En effet 1le
rapport molaire (HEXOSES/Phosphore) dans les parois des levures
floculantes diminue de 25% environ par rapport a celui des
parois de levures non floculantes, malgré 1l'augmentation de 1la
teneur en oses des levures floculantes, observée. Ce résultat
est en accord avec ceux obtenus pour d'autres levures
floculantes (DAY et al., 1975; JAYATISSA et ROSE 1976; STEWART
et al., 1981).

La diminution de la teneur pariétale en hexosamines des
levures floculantes peut s'expliquer par une baisse du taux de
la chitine ou de la teneur en hexosamine impliquée dans 1la
structure des phosphopeptidomannanes. En effet, une unité de
di-N-acétyl chitibiose dans les PPM constitue deux molécules de
N-acétyl-glucosamine liées entre elles par une liaison f3- (14
4), sert a fixer la partie glucidique a 1la partie peptidique
(NAKAJIMA et BALLOU, 1974). De ce fait, une diminution du taux
de N-acétyl-glucosamine, a ce n’veau, entraine une chute de 1la
teneur en oses dans les parois des levures floculantes, ceci
serait en contradiction avec les résultats des dosages des oses
totaux. Cette observation a été faite par AL MAHMOOD (1987) pour
les parois de KXluyveromyces bulgaricus. Cet auteur a émis
1'hypothése selon lagquelle 1la paroi des 1levures floculantes
contiendrait plus de phosphopeptidomannanes avec une faible
teneur en N-acétyl glucosamine, ce qui semble vérifié pour les
levures X, lactis floculantes étudiées.

Par ailleurs, selon SMITH et al., (1975) 1la N-acétyl
glucosamine serait liée a une chaine latérale des mannanes de K,
lactis; une telle structure serait d'aprés BALLOU et al., (1974)
responsable de l'antigénicité de cette levure.

D'aprés les différentes analyses effectudes sur les
parois de K, lactis, la diminution des hexosamines pariétales
des levures floculantes est associée ad une faible teneur en
protéines, ceci caractérise, d'aprés certains auteurs les
parois de levures floculantes (AMRI et al., 1981, HUSSAIN et
al., 1986).

L'analyse chimique des parois issues des souches
caractérisées par des degrés de floculation variables, montre
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gque la teneur en calcium est relativement plus élevée lorsque la
levure est trés floculante, il semble alors que 1la teneur en
calcium dans les parois est liée 3 celle du phosphore. En effet,
d'aprés (LYONS et HOUGH (1971) 1le calcium se fixe par
l'intermédiaire des groupements phosphates; cependant STEWART et
al., (1975) puis JAYATISSA et ROSE (1976) ont indiqué que la
fixation du calcium pouvait impliquer également des groupements
carboxyliques. Ces deux hypothéses semblent vérifides dans le
cas des parois de K, lactis puisque les résultats mettent en
évidence, d'une part, une teneur élevée en phosphore dans les
parois de levures floculantes et d'autre part, une teneur
voisine en acides aminés dicarboxyliques dans les deux types de
parois de K, lacttis.

II. ETUDE DES STRUCTURES PARIETALES OBTENUES
PAR ACTION DE LA PRONASE

II.1. INTRODUCTION

Dans l'architecture pariétale les mannanes impliqués dans
le phénoméne de floculation sont 1liés aux parties protéiques par
des liaisons covalentes. L'action d'enzymes protéolytiques sur
ces liaisons permettra de libérer les mannanes de 1la structure
pariétale.

Parmi ces enzymes, la pronase a été la rlus utilisée pour
extraire les phosphopeptidomannanes des ' arois de levures
LIPKE et BALLOU, 1982; TRONCHIN et al., 1984,. {CASSONE et al.,
1987;

Les phosphopeptidomannanes extraits, par 1l'action de 1la
pronase, peuvent étre précipités par 1la 1liqueur de Fehling
(BALLOU et RACHKE, 1974) Par le cetavlon
(cétyl-triméthyl-bromure d'ammonium) ou par 1l'alcool. Selon
OKUBO et al., (1981), le dernier mode de précipitation semble 1le
plus intéressant car il permet de conserver les structures fines
des mannanes; nous l'avons alors adopté.

IT.2. ISOLEMENT DES PPM

Les parois traitées a la pronase permettent d'obtenir deux
fractions, 1'une hydrosoluble (de nature glycoprotéine) et
ltautre insoluble. Les phosphopeptidomannanes ont été précipités

a partir des fractions hydrosolubles par 1'éthanol.

Les rendements obtenus aprés précipitation et 1lyophilisa-
tion sont indiqués dans le tableau 80.
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TABLEAU 80: Rendement pondéral en PPM obtenus par
action de la pronase sur les parois de
K.lactis floculantes et non floculantes

SOUCHES PPM EXTRAITS
KL9c (TF) 20.1
KL9a (MF) 18.9
KL9b (FF) 16.8
KL9d (NF) 14.9

(Résultats exprimés en % de matiére séche)
TF: Trés floculante
MF: Moyennement floculante
¥FF: Faiblement floculante
NF: Non floculante.

D'aprés le tableau 80, les rendements en extraits PPM
varient de 15 a4 20% environ, respectivement pour les parois de
levures non floculantes et celles des levures trés floculantes;
soit une augmentation moyenne de 5% lorsque la 1levure f1)cule.
Cependant les résultats n'indiquent pas de diff¢ rences
significatives entre les teneurs en PPM des parois de 1levures
trés floculantes (KL9c) et moyennement floculantes (KL%a). Il en
est de méme pour les parois de levures faiblement floculantes
(KL9b) et non floculantes (KL9d).

I1.3. COMPOSITION CHIMIQUE DES PPM EXTRAITS
DES PAROIS PAR LA PRONASE

Les extraits pariétaux obtenus par 1la pronase sont
préalablement filtrés sur gel Trisacryl GF 2000.Cette filtration
permet d'obtenir pour chaque extrait une fraction récupérée et
lyophilisée aprés dialyse contre de 1'eau distillée. Les
différentes fractions lyophilisées sont analysées aprés
hydrolyse acide (HCl). Les cinétiques de libération des divers
constituants sont indiquées par les figures 148, 149 et 150.
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Fig. 150: Cinétique de libération des acides aminés par
hydrolyse acide (HC1l 6 N) des PPM extraits des
parois de X ,lactis aprés action de la pronase

Le tableau 81, indique la composition chimique globale des
PPM extraits des parois des différentes souches. Les résultats
de 1'analyse chimique montrent que les fractions obtenues sont

de nature phosphopeptidomannane et permettent de faire les
observations suivantes:
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TABLEAU 81: Composition chimique globale des ppM
extraits des parois de K, loctis aprés
action de la pronase

SOUCHES
RGN KL9c KL9a KL9b KL9d
Oses neutres 85.2 83.4 75.3 75.2
Hexosamines 1.6 2.0 2.8 349
Acides aminés 11.4 12.6 13.8 14.5
Phosphore 3.2 2.7 1.3 1.4
Man/Glc 10.5 8.5 7.4 6.2
Oses /P 26.62 30.88 57.92 54.42

(Résultats exprimés en % de matiére séche)
Man: Mannose
Glc: Glucose
P : Phosphore

-Le taux en oses dans les PPM des parois augmente lorsque
les levures floculent. Les oses identifiés par chromatographie
en phase gazeuse, sous forme d'acétates d'alditols sont composés
en majeure partie de mannose (90%) et une faible quantité de
glucose (figure 151). Le rapport Man/Glc dépend du degré de
floculation et varie en sens inverse.

- Les extraits des parois de levures floculantes sont plus
riches en phosphore qui varie dans le méme sens que le degré de
floculation. Cependant la teneur en phosphore des PPM des parois
de levures faiblement floculantes et celle des PPM des parois
de levures non floculantes est pratiquement identique.

- L'analyse des acides aminés montre une prédominance, dans
tous les extraits de quatre acides aminés (ac. aspartique et
glutamique, la thréonine et la sérine). La teneur en ces acides
aminés augmente légérement dans les PPM des parois de levures
floculantes; bien que la quantité totale en acides aminés soit
plus élevée dans les PPM des levures non floculantes (Tableau 82
et histogramme 10). Ce résultat semble général puis qu'il a été
obtenu sur les parois isolées.
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Fig. 151:
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Chromatogramme des acétates d'alditols des
produits d'hydrolyse des PPM extraits des
parois de K, lactis aprés action de la pronase

(a) KL9c (TF); (b) KL9a (MF); (C) KL9b (FF);
(d) KL9d (NF).
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TABLEAU 82:

de la pronase

lactis apreés action de la

conposition en acides aminés des extraits (PPM)
des parois de XK.

KLY9¢ (TF) KLY9a (MF) KLYb (FF) KLY9d (NF)
AA vg/mg % AA (ug/mg % AA |¥g/mg % AA ug/mg %AA
Asp 12.0 j10.31 12.9 9.81 13.9 9,55 14.8 9.95
Thr 17.3 {14.92 17.1 |13.64 21.1 (14.48 19.9 [13.39
Ser 13.3 |11.43 14.1 |11.25 14.7 |10.11 15.1 [10.36
Glu 18.3 |15.70 17.6 ;10.04 22.8 [15.68 21.3 {14.33
Pro 5.2 4.47 6.1 4.86 6.5 4.47 7.0 4.70
Gly 4.6 3.95 5.3 4.22 7.8 5.36 7.2 4.84
Ala 7.1 6.1 5.5 4.38 10.7¢ 7.36 11.3 7.59
Val 6.8 5.84 8.1 6.46 8.4 5.78 7.9 5.31
Iie 6.2 5.33 7.9 6.30 8., 5.98 8.6 5.78
Leu 7.3 6.27 8.6 6.86 7.9 5.43 8.2 5.51
Tyr 3.4 2.92 4.1 3.27 3.7 2.54 4.0 2.68
Phe 4.0 3.43 4.8 3.41 5.4 3.71 5.8 4.70
Lys 2.5 2.41 5.3 4.22 6.8 4.67 7.1 4.77
His 2.6 2.48 4.4 3.51 4.6 3.16 5.9 3.95
Arg 2.5 2.14 3.5 2.79 2.4 1.65 4.6 3.09
Total [116.3 99.4 [125.3 99.02,145.4 99.931148.7 {9Y.79

(Résultats exprimés en %

(TF) =

Q,

Tres floculante
(MF) = Movennement floculante
(FF)= Faiblement floculante
(NF)= Non floculante

- 312 -

de matiere seéche)




HIS ARG

ILE LEU TYR PHE LYS

ACIDES AMINES

Oy i O O i e e e e e o o o

18

T T T
w o o~
- - -

SIANIWY S3AI0V.a %

PPM KL9A (MF) PPM KL9B (FF) [T ] PPM KL9D (NF) |

I PPM KL9C (TF)

HISTOGRAMME 10: Variation de la teneur en acides aminés des
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de la pronase

313



II.4. EVALUATION DES MASSES MOLECULAIRES DES PPM
EXTRAITS DES PAROIS PAR ACTION DE LA PRONASE

Les PPM extraits des parois de K, lactis sont d'abord
filtrés sur gel Trisacryl GF 2000. Les éluats sont recueillis
en une seule fraction et cette filtration a été répétée
plusieurs fois pour avoir suffisamment de produits.

Les produits obtenus sur Trisacryl sont dialysés puis

lyophilisés et leurs masses moléculaires ont été estimées par
filtration sur Biogel ASM.

Les profils d'élution des PPM sur Biogel sont illustrés par
la figure 152(a et b) qui met en évidence pour chaque PPM deux
fractions dont les quantités recueillies sont indiquées par le
tableau 83.

0.9
0.8
0.7
0.6+
0.5
0.4
0.3
0.21

0.1 1
O'fi:zf ’ r . *hﬂﬁ*§>a$$
50 100 150 200 250 300 350 460
VOLUME D’ELUTION (ml)

KL9¢

KL9a

ABS (485nm)

Fig. 152(a): Profil d'élution sur Biogel A5M des PPM extraits
des parois de K. lactis par action de la pronase
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Fig. 152(b): Profil d'élution sur Biogel A5M des PPM
extraits des parois de K, lactis par
par action de la pronase
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D'apreés 1le tableau 83, 1les quantités des fractions
majeures (Fl) wvarient entre 82% et 85%, alors que les fractions
mineures (F2) ne représentent que 5 a 10% des quantités
initiales de PPM filtrés. De plus, il n'y a pas de différences
significatives entre les quantités obtenues a partir des PPM des
parois de levures floculantes et celles des parois de levures

non floculantes.

TABLEAU 83: Rendement de la filtration sur Biogel A5M
des PPM extraits des parois de K, lactis
par la pronase

FRACTIONS
Fl F2
SOUCHES
KL9c 85.32 8.72
KLSa 82.80 5.9
KL9b 86.80 10.1
KL3d 85.40 6.50

(Résultats exprimés en % des quantités
initiales de PPM)

A 1'aide d'une courbe étalon (Figure 129b), nous avons
estimé les masses moléculaires des différentes fractions
indiquées par le tableau 84.

TABLEAU 84: Masses moléculaires des différentes fractions
obtenus par la filtration sur Biogel A5M des PPM
extraits des parois de K. lactis par la pronase

FRACTIONS
MM DE F1 MM DE F2
SOUCHES (daltons) (daltons)
KL9c (TF) 310.000 41.000
KL9a (MF) 290.000 43.000
KL9b (FF) 250.000 45.000
KL9d (NF) 230.000 40.000
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D'aprés ce tableau, les masses moléculaires estimées des
fractions majeures (F1) varient légérement selon 1le degré de
floculation. En effet, les masses moléculaires des fractions des
parois de levures floculantes sont supérieures a celles des
fractions de parois de levures non floculantes.

IT.5. COMPOSITION CHIMIQUE GLOBALE DES FRACTIONS (F1)
OBTENUES PAR ACTION DE LA PRONASE

La composition chimique globale des fractions majeures (F1)
est établie aprés hydrolyse acide. Le temps de 1libération
maximal des oses neutres, des acides aminés et des hexosamines a
été déterminé.

Les résultats de l'analyse chimique sont rassemblés dans le
tableau 85.

TABLEAU 85: Composition chimique globale des fractions
majeures (F1) des parois de X, lactis, obtenues
aprés action de la pronase

FRACTIONS F1 F1 F1 F1

CONSTITUANTS de KL9c de KL9a de KL9b de KL9d
Oses neutres 86.4 84.6 72.9 73.3
Hexosamines 1.2 1.9 3.1 3.6
Acides aminés 12.3 12.8 13.4 14.2
Phosphore (P) 3.6 3.1 1.5 1.1
Man/Glc 14.2 10.2 7.6 7.4
Oses/P 24.0 27.29 48.6 66.63

(Résultats exprimés en % de matiére séche)

D'aprés l'analyse chimique, 1'action de la pronase sur les
parois permet d'isoler des fractions de nature phospho-
peptidomannane, caractérisées par leur teneur élevée en oses.
Les mémes résultats montrent que la composition des fractions F1
varie en relation avec le degré de floculation. En effet, dans
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les fractions extraites des parois de levures floculantes, on
note une teneur élevée en oses totaux et en phosphore, alors que
les fractions des parois de levures non floculantes renferment
plus d'acides aminés et d'hexosamines. Cependant les différences
entre les fractions des parois faiblement floculantes et celles
des parois non floculantes ne sont pas significatives.

II.6. ACETOLYSE DES PPM (FRACTIONS F1) OBTENUES
PAR ACTION DE LA PRONASE

Les fractions mannoprotéiques purifiées sur Biogel A5M sont
soumises a une acétolyse qui libére des oligosaccharides de
faible masse moléculaire.

Les acétolysats de chaque PPM sont pﬁ%ﬂablement filtrés sur
colonne de DEAE-Séphadex A25 (échangeuse d'anions). Les
prolyméres "neutres" et "chargés" sont élués par NH4HCO3 0.005M
et 0.5M respectivement, selon le protocole préconisé par STEWART
et BALLOU (1988) modifié par OKUBA et al., (1978).

La séparation des acétolysats sur colonne DEAE-Séphadex
permet d'obtenir des polyméres '"neutres" et des polymeéres
"chargés" dans des propor ions variables selon 1le caracteére
floculant de la souche don. ils sont issus (tableau 86).

I1.6.1. ANALYSE DES POLYMERES "NEUTRES"

Les polyméres "neutres" des acétolysats des PPM ont été
séparés sur colonne de Biogel P2 de 300ml préalablement
étalonnée.

Les profils d'élution sur Biogel P2 des polyméres "neutres"
issus de 1'acétolyse des PPM des parois de K, lactis sont
illustrés par les figures 153 (a et b) et 154 (a et b) qui
indiquent 5 pics dont un est exclu du Biogel, pour chaque PPM.

les rapports molaires et 1la composition chimique des
sous-fractions obtenues sont rapportés dans les tableaux 87 et
88. D'aprés les résultats, dans tous les acétolysats, les
sous-fractions correspondant aux pics exclus (V) représentent
des polyméres de masse moléculaire élevée (supérieure a 1800
daltons); leur taux est relativement faible et varie peu avec
le caracteére floculant de la levure.
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153: Profil d'élution sur Biogel P2 des polyméres "neutres
issus de l'acétolyse des PPM extraits des parois de
K. lactis ,[(a) KL9c et (b) KL9a) ], aprés action de la
pronase
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Fig. 154: profils d'élution sur Biogel P2 des polyméres
"neutres" issus de l'acétolyse des PPM extraits des
parois de X, Lactisr(a) KL9b, (b) KL9d)‘| aprés action
de la pronase
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"TCE

Tableau 86: Variation des pourcentages de produits bruts

issus de l'acétolyse des PPM de KX,

floculantes et non floculantes

lactis

Produits d'acétolyse

Produits

résistants a

‘MYNeutres? ‘Chargés ” Total 1'acétolyse

Quantité . . . ]

- Quanti-| Quanti- o Quanti- o Quanti-| o
Souche énltlale té(mg) | °  |té(mg) 5 |té(mg) 5 |té(mg) | ¢

e PPM
KLI9c 8.3 22.3 |18.58| 90.6 |75.5 29.4 |24.5
(TF) 120 6 - 56-91 03 Y - 3 . L )
KL9a 120 66.9 |55.75| 21.7 | 8.08| 88.6 |78.83] 31.4 [26.16
(M)
KL9b 120 60.4 |50.33| 18.4 [15.33] 78.8 |65.66| 41.2 |34.33
(FF)
f;g? 120 61.3 |61.3 18.2 l15.16| 79.5 166.25| 40.5 [33.75

TF : Trées floculante

MF
FF
NF

LY Y Y]

Modérémment floculante
Faiblement floculante
Non floculante




TABLEAU 87: Composition chimique des polyméres '"neutres"
issus de 1l'acétolyse des PPM isolés par
action de la pronase, des parois de XK. Lactis
(KL9C et KL9a)

SOUS~-FRACTIONS COMPOSITION CHIMIQUE
SOUCHES
I 179 1,0 ++ - - -
11 358 1,4 ++ - - =
B8 lyir| 548 | 1,8 | s . = -
(TF)
IV 726 1,2 + 4+ - - _
vV (>1.800| 0,7 ++ + T -
I 182 1,0 + o+ - - -
II 359 1,6 ++ - - -
KL9a
(MF) III| 568 145 ++ — - -
1V 730 1,1 4+ - - -
vV |>1.800]| 0,7 ++ + T -

TF : Trés floculante
MF : Moyennement floculante
MM : Masse moléculaire
R Rapport exprimé en considérant le nombre
de moles de mannose
T : Traces.
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TABLEAU 88: Composition chimique des polyméres
"neutres" issus de 1'acétolyse des PPM
isolés par la pronase des parois de K, lactils
(KL9b et KL9d)

SOUS-FRACTIONS COMPOSITION CHIMIQUE
SOUCHES

I 183 1,0 ++ - - -

IT | 362 2,1 e - i} _
KLOb 111 544 | 0,7 ‘ - - -
(FF)

v | 732 0,6 | ++ - _ _

vV |[>1.800{ 0,8 + + + T

I 181 1,0 .+ - - -

II 361 2,7 + 4+ - - -
KL9d ]

I1IT| 546 0,5 - - -
(NF) s ++

IV | 728 0,3 | 4+ - - _

vV |>1.800}( 0,9 + + + T

FF : Faiblement floculante

Non floculante

Masse moléculaire

Rapport exprimé en considérant le nombre
de moles de mannose

T : Traces

o B 5
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Pour identifier les différentes sous-fractions, nous avons
réalisé, en plus de 1l'estimation de leurs masses moléculaires
par les volumes d'élution, une chromatographie sur couche mince.
Les rapports frontaux (Rf) sont comparés 3 ceux des témoins
chromatographiés dans les mémes conditions. Les résultats
sont indiqués par le tableau 89.

TABLEAU 89: Rapports frontaux (Rf) des sous-fractions
des polyméres '"neutres" issues de 1l'acétolyse
des PPM isolés par la pronase des parois de
K. Lactis.

N° SOUS-FRACTIONS

TEMOINS 0,84(0,75(0,50 (0,40 0,01

sous-fractions
de KL9c 0,82/0,76(0,51 {0,39 (0,02

sous-fractions
de KL9a

sous-fractions
de KL9b

sous-fractions
de KL9d

(CCM sur gel de silice)

Temoins : (I) Mannose
(I1) Mannobiose
(I11) Mannotriose
(IV) Mannotétratose
(V) Dextrane
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D'aprés les résultats de 1la chromatographie sur couche
mince, les pics IV et III sont constitués de mannotétraose et de
mannotriose; leurs teneurs augmentent lorsque le degré de
floculation de 1la levure augmente, comme 1'indiquent les
rapports molaires.

Les pics II correspondeant a des mannobioses plus abondants
dans les parois des levures peu et non floculantes (KL9b et
KL9d) .

les pics I représentent des résidus mannose et leur taux ne
varie pratiquement pas en fonction du degré de floculation des
levures.

l'analyse des polyméres '"neutres" issus de l'acétolyse des
PPM obtenus par la pronase a partir des parois ne révéle, d'une
part, que la présence de mannose et indique, d'autre part, que
les PPM des parois de levures floculantes se caractérisent par
une teneur élevée en tétra et en trisaccharides; en revanche
dans les PPM des parois de levures peu ou non floculantes 1les
disaccharides sont prédominants.

II.6.2. ANALYSE DES POLYMERES "CHARGES"

Les polyméres "chargés" issus des acétolysats des PPM sont
filtrés sur colonne de Biogel P2; 1'élution est réalisée avec
une solution de NHy COO3 0,5M. Les profils d'élution sont
illustrés par les figures 155 (a et b) et 156 (a et b) qui
mettent en évidence pour chaque PPM 3 pics dont un exclu du
Biogel P2.

Les polyméres "chargés" séparés sont caractérisés par leur
volume d'élution et identifiés par chromatographie sur couche
mince. Les rapports molaires et 1la composition chimique des
sous-fractions obtenues sont rassemblés dans les tableaux 90 et
91.

D'aprés les résultats, les sous-fractions correspondant
aux pics IV exclus du gel ont une masse moléculaire supérieure a
1.800 daltons. L'analyse chimique révéle la présence de mannose,
d'acides aminés, du phosphore et des traces d'hexosamines. Elles
représentent la fraction des PPM résistant a la réaction
d'acétolyse; ce sont les sous-fractions les moins importantes de
tous les polyméres "chargés" obtenus.
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Les sous-fractions III renferment du mannose et du
phosphore; d'aprés leurs masses moléculaires estimées par le
volume d'élution, elles représentent les sous-fractions les plus
importantes des polyméres ‘'"chargés" et leur teneur augmente
lorsque la levure est floculante (tableaux 90 et 91). Pour une
bonne séparation en CCM, ces sous-fractions sont soumises a4 une
déphosphorylation par 1la phosphatase alcaline. D'aprés les
résultats de la CCM, ces sous-fractions correspondent bien aux
mannobiose phosphates.

Les constituants des pics 11 migrent au niveau du
mannobiose. Cependant l'analyse chimique révéle des traces de
phosphore dans les sous-fractions II des polyméres "chargés"”
issus exclusivement des parois des levures trés floculantes
(KL9¢c) ce qui indique 1la présence en faible dquantité de
mannobiose phosphate chez cette levure.

IT.7. DI SCUSSION

L'action de la pronase sur des parois isolées de K, lactils
permet d'isoler des phosphopeptidomannanes dont lgs masses
moléculaires estimées varient entre 230 et 310. 10 daltons

selon le degré de floculation des levures dont ils sont
extraits.

L'étude chimique des constituants des fractions
mannoprotéiques obtenues par zction de la pronase révéle que
leur structure évolue et varie en fonction de 1la souche et
indique que 1le passage de 1'état non floculant & 1'état
floculant se traduit par des remaniements qui portent a4 la fois
sur la composition glucidique, protéique et minérale.

Ce résultat est comparable a celui obtenu avec les
fractions extraites des parois par d'autres méthodes (cf
premiére partie). En effet dans tous 1les <cas, les fractions
pariétales des levures floculantes se distinguent de celles des
levures non floculantes par:

- Une élévation des oses neutres (rapports molaires
mannose/glucose) et du phosphore
~ Une baisse de protéines et d'hexosamines

1'analyse des fractions de nature phosphopeptidomannane
isolées des parois montre qu'elles reproduisent, par ailleurs,
de facon précise les variations observées au niveau des parois
totales dont elles sont extraites.
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L'acétolyse des fractions isolées des parois par la pronase
indique que la chaine de base est formée de liaisons (1 — 6)
les données concordent avec les résultats de notre premiére
partie de 1'étude et ceux obtenus pour 1la structure des
mannoprotéines d'autres levures.

Les profils d'élution sur Biogel P2 des polyméres "neutres"
et "chargés" sont analogues pour toutes les fractions quelle que
soit la souche.

les polyméres "neutres" sont constitués de 5 sous-fractions
dont 1l'une exclue du gel a une masse moléculaire relativement
élevée, mais peu importante; elle est de nature protéique et
représente une partie des extraits pariétaux qui échappent 3 la
1'acétolyse.

L'analyse chimique des polyméres '"neutres" montre que les
parois des levures floculantes sont riches en mannotétraoses et
en mannotrioses dont les teneurs augmentent en fonction du degré
de floculation. En revanche, les parois de levures peu ou non
floculantes contiennent plus de mannobiose; il en découle, a
priori, que les mannoprotéines pariétales des levures a 1'état
floculant sont plus complexes et portent des ramifications plus
longues que celles des levures non floculantes.

la filtration des polyméres "chargés" sur Biogel P2 donne 3
sous—-fractions dont une est de nature mannop octéique et exclue
du gel. La seconde fraction {(pic 1I) est la :lus importante des
polyméres "chargés" des parois des levures floculantes. D'apreés
les résultats de la séparation par CCM, cette sous-fraction
correspond a4 des mannotrioses phosphate. Selon HERNANDEL et al.,
(1989), le phosphate peut-étre présent dans la structure des PPM
soit dans le noyau, soit dans la chaine externe ou encore dans
les deux a4 la fois mais absent dans les oligosaccharides lids a
la thréonine ou la sérine de la partie peptidique.

1'analyse chimique des sous-fractions de polyméres
"chargés", montre, par ailleurs, des traces de phosphore au
niveau du mannobiose exclusivement dans les fractions issues des
parois de levures trés floculantes; La présence de mannobiose
phosphate, en quantité faible n'est pas donc exclue et semble
étre une caractéristique des levures floculantes appartenant au
genre Kluyveromyces, puisque ALMAHMOOD et al., (1987) ont
mis en évidence wun phosphodisaccharide dans des proportions
importantes chez la levure K, bulgartcus floculante.
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Fig. 156: Profil d'élution sur Biogel P2 des polyméres
"chargés" issus de 1l'acétolyse des PPM
extraits par la pronase des parois de X, lactis
(a) KLL9c (TF) et (b) KL9a (MF)
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Tableau 90 :Composition chimique des sous-fractions des
polyméres '"chargés" issus de l'acétolyse des
PPM extraits par la pronase des parois de
K. lactis (KL9b et KL9d)

SOUS-FRACTIONS COMPOSITION CHIMIQUE
ACIDES |GLc Nac
N° MM R HEXOSES AMINES 3
Souches
I | 185 1,0 ++ = " -
KL9b II | 370 |[1,83 ++ - - =
(TF) l111| sss |o,s6 + + T |+
I 183 1,0 +4 - - -
II 368 1,58 ++ - - -
KL9d
III| 554 0,57 + E * T
(NF)

MM : Masse molaire

R : Rapport molaire

FF : Faiblement floculante
NF : Non floculante

T : Traces.
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TABLEAU 91:Composition chimique des sous fractions des
polyméres "chargés" issus de l'acétolyse des PPM
extraits par la pronase des paroils de XK. lactis
(KL9c et KL9a)

SOUS-FRACTIONS COMPOSITION CHIMIQUE
ACIDES |GLUCO-
HEXOSE
N° MM R OSES AMINES [ SAMINE P
Souches
1 186 1,0 ++ - — -
KL9b I1 364 1,31 ++ - - -
(TF) III| 553 0,65 + + + T
I 181 1,0 ++ - - -
KL9d II1 361 1,29 ++ - - -
(NF)

I1I| 546 0,52 + * t T

TF : Trés floculante
Moyennement floculante
Masse molaiculaire
Rapport molaire
Traces.

s BEF
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CHAPITRE X

ETUDE COMPAREE DES PHOSPHOPEPTIDOMANNANES
EXTRAITS DES CELLULES ENTIERES DE K. LAcTIS
FLOCULANTES ET NON FLOCULANTES
(KL9c. KL9A, KL9B ET KL.9D)



I. ISOLEMENT DES PHOSPHOPEPTIDOMANNANES (PPM)

Les phosphopeptidomannanes (PPM) des souches floculantes
et non floculante, ont été extraits, aprés autoclavage des
cellules entiéres dans un tampon citrate PH 7,0 par
précipitation 4 1'éthanol selon 1la méthode de PEAT et al.,
(1961) modifiée.

L'isolement des PPM»est effectué sur des levures entiéres

aprés 48 heures de croissance en milieu de sabouraud. Les
rendements obtenus sont indiqués sur le tableau 92.

TABLEAU 92: Rendement en PPM et conditions d'obtention

SOUCHES KL9c |KL9a |KL9b |KL9d
% FLO 60.5 |40.3 |20.1 | 0.0
Tc(h 1) 0.29| 0.30| 0.30] 0.31
RP(g/1) 3.5 | 3.8 | 4.1 | 4.3
REM(%) 10.5 | 8.3 | 7.2 | 6.9

% FLO: Pourcentage de cellules floculées

TC : Taux de croissance
RP : FTendement pondéral (biomasse)
REM : endement en extrait mannane

Les résultats indiquent que le rendement en extrait
mannane augmente légérement en fonction du degré de floculation.

II. ETUDE COMPAREE DES PHOSPHOPEPTIDOMANNANES
(PPM) EXTRAITS

II.1. COMPOSITION CHIMIQUE GLOBALE DES PPM '"BRUTS"

Les PPM obtenus par 1la méthode de PEAT & partir de
cellules entiéres ont été d'abord filtrés sur gel Trisacryl
GF 2000, la fraction majeure a été récupérée et dialysée contre
l'eau distillée puis lyophilisée et analysée.

Pour établir la composition chimique, 1les PPM ont été
soumis a4 une hydrolyse acide pour 1libérer 1les monoméres des
constituants. Les conditions optimales ont été fixées & partir
des courbes de cinétiques d'hydrolyse (figures 157, 158 et 159).
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Fig. 157: Cinétique de libération des oses par hydrolyse HC1l 2N
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Fig. 158: Cinétique de libération des acides aminés par
hydrolyse HCl 6N des PPM "bruts" dialysés de
2, lactis floculantes et non floculantes
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Fig. 159: Cinétique de libération des hexosamines par
hydrolyse HC1l 6N des PPM "bruts" dialysés de
K. lactis floculantes et non floculantes.

La composition chimique globale des PPM "bruts" dialysés
est indiquée par le tableau 93. Les résultats montrent qu'elle
varie selon le caractére floculant des levures.
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TABLEAU 93: Composition chimique globale

des

PPM

"bruts"

dialysés des levures K. lactis floculantes et non
floculantes, obtenues par la méthode de PEAT

C
SOUCHES KL9c(TF) KL9a (MF) KL9b(FF) KL9d (NF)
% FLO 60.5 40.6 20.8 0
Oses
10.5 12.3 15.7 16.8
neutres
Acides
aminés 10.5 12.3 15.7 16.8
totaux
Hexo- 0.71 0.95 1.02 1.5
samines
hos-—
Phos 2.3 2.1 1.8 0.99
phore
Calcium 0.05 0.04 0.025 0.020
Man/ Glc 15.3 13.4 8.5 7.8
J
(Résultats exprimés en % de matiére séche)
Les oses totaux, le phosphore et le calcium sont
importants dans les PPM des levures floculantes. Leurs

augmentent avec le pourcentage de la floculation de la
les teneurs en acides aminés et en hexosamines sont
PPM des

En revanche,

plus élevées dans les

teneurs
augmente.

L'identification des oses présents
transformation en
chromatographie en phase gazeuse montre que les PPM des
K.lactis sont constitués en majeure partie de mannose; on décéle
toutefois des traces de

diminuent

légérement quand le
diminue (figure 160).

acétates

lorsque 1le

glucose
pourcentage
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Fig. 160: Chromatogrammes des acétates d'alditols des produits
d'hydrolyse des PPM "bruts" dialysés des souches
K. lactis (a) KL9c¢(TF); (b) KL9a (MF); (c)KL9b (MF);
(d)KL9d (NF)

L'analyse quantitative et qualitative des acides aminés
de la partie protéique des PPM montre une prédominance de la
thréonine, de l'acide aspartique de l'acide glutamique, de 1la
sérine, de 1l'alanine et de la glycine dans tous les PPM et qui
représentent environ 60 a 70% des acides aminés totaux.

La composition en acides aminés comparée des PPM de levures
floculantes et non floculantes fait apparaitre que les PPM des
souches floculantes renferment plus d'alanine, en revanche les
PPM de souches non floculantes se caractérisent par une teneur
élevée en proline (tableau 94 et 95 et histogramme 11 et 12).
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TABLEAU 94: Composition en acides aminés des PPM "bruts"
dialysés de K. lactis

PPM de KL9c (TF)

PPM de KL9 a (MF)

AA pg/mg % AA pg/mg % AA
Asp 16.8 15.92 17.01 13.28
Thr 12.6 11.94 15.2 11.86
Ser 11.1 10.52 10.7 8.35
Glu 20.5 19.43 18.8 14.67
Pro 2.6 2.46 5.4 4.21
Gly 3.8 3.60 8.3 6.48
Ala 13.1 12.41 11.2 8.74
Val 3.4 3.22 6.5 5.07
Ile 2.3 2.18 4.6 5.07
Leu 5.7 5.48 7.8 6.08
Tyr 25 2.37 6.2 4.84
Phe 2.7 2.56 6.5 5.07
Lys 4.8 4.55 6.1 4.76
His 2.8 2.65 2.3 1.80
Arg 0.8 0.76 1.5 1.17
Total 105.5 100.05 128.11 99.98

TF
MF

levure trés floculante

levure moyennement floculante
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TABLEAU 95: Composition en acides aminés des PPM "bruts"
dialysés de K. lactis

PPM DE KLYb(FF) PPM DE KLYd(NF)
AA ug/mg % AA ug/mg % AA
Asp 18.5 13.95 22.3 13.94
Thr 16.9 12.48 17.5 10.94
Ser 13.0 9.6 13.5 8.44
Glu 22.2 16.39 23.3 14.57
Pro 7.1 5.24 12.4 7.75
Gly 6.7 4.94 8.8 5.5
Ala 9.6 7.09 5.3 3.31
val 7.8 5.76 9.2 5.75
Ile 3.4 2.51 7. 4.75
Leu 8.5 6.27 1. .4 7.75
Tyr 3.6 2.65 5.5 3.44
Phe 3.9 2.88 5.7 3.56
Lys 8.8 6.49 9.9 6.19
His 2.6 1.96 3.8 2.37
Arg 1.8 1.37 2.7 1.69
Total 135.4 99.94 159.9 99.95

FF: faiblement floculante
NF: non floculante
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I1.2. PURIFICATION DES PPM

La purification des PPM extraits des 4 souches a été
réalisée, dans un premier temps, par filtration sur colonne de
gel Trisacryl GF 2000. Cette filtration permet de reccueillir un
produit en un seul pic. Le volume d'élution varie trés peu pour
les PPM des différentes souches.

Les fractions recueillies sont d'abord 1lyophilisées puis
filtrédes a nouveau sur une colonne de Biogel A5M. Cette élution
met en évidence 2 frcations, 1l'une majeure (FAl) et 1l'autre
mineure (FA2) pour tous les PPM (figures 161 et 162).

Les pourcentages des deux fractions obtenues sur Biogel
A5M sont rapportés dans le tableau 96.

TABLEAU 96:PourcentageendifférentesfractionsissuesdesPPM
de X, lactis floculantes et non floculantes apreés
filtration sur Biogel /5M

FRACTIONS FAl FA2
MAJEURE MINEURE

SOUCHES

KL9c 89.4 10.3

KL9a 85 13.7

KL9b 82.7 15.8

KL9d 82.3 16.5

(Résultats exprimés en % de matiére séche)
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Fig. 161: Profil d'élution sur Biogel ASM des PPM de
K.lactis (a) KL9c (TF); (b) KLI9b (MF)

- 342 -



0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

ABSORBANCE

OT T T T T T '—"‘ +
50 100 150 200 250 300 350 400

VOLUME D’ELUTION (ml)

0.9

—

KL9b(485nm)

—————

KL9b(280nm)

0.8
0.7 1
0.6
0.51
0.4
0.31
0.2
0.1 1

4

ABSORBANCE

o T T T T T T
50 100 150 200 250 300 350 400

VOLUME D’ELUTION (ml)

—

KL9d(485nm)

———————

KL9d(280nm)

Fig. 162: Profil d'élution sur Biogel A5M des PPM
vde K.Lactis (c)(KL9b (FF) et KL9d (NF)

- 343 -



Nous avons effectué plusieurs filtrations pour obtenir des
quantités nécessaires aux analyses ultérieures.

Les masses moléculaires approximatives des fractions ont
été estimées a l'aide d'une courbe d'étalonnage (figure 129b)

Les masses moléculaires approximatives des différentes
fractions sont portées dans le tableau 97. Les résultats
indiquent que les masses moléculaires des PPM diminuent lorsque
le pourcentage de floculation diminue; ceci signifie que les PPM
des souches floculantes ont une structure différente de ceux des
souches non floculantes.

TABLEAU 97: Masses moléculaires des différentes fractions
obtenues par filtration sur Biogel A5M des PPM
des souches K. lactis floculantes et non
floculantes

r;;ACTKONS MM DE FAl MM DE FA2

SOUCHES (103 daltons) (103 daltons)

KL9a (MF) 390 45
KL9b (FF) 370 38
KL9c (TF) 410 50
K19d (NF) 350 30

MM = Masse moléculaire.
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I1.3. ELECTROPHORESE SUR GEL DE POLYACRYLAMIDE DES PPM

Les PPM extraits des cellules entiéres de K, lactis, par la
méthode de PEAT, filtrés sur gel Trisacryl et dialysés, ont été
soumis A4 une é&électrophorése sur gel de polyacrylamide en
présence de SDS (10%).

Aprés migration, 1la révélation du gel fait apparaitre
plusieurs bandes (figure 163). Ce résultat a été observé dans le
cas des PPM des souches "méres". L'apparaition de nouvelles
bandes est expliquée, selon MASLU et al., (1985) par un effet de
dissociation de la molécule mannoprotéique due a 1l'action du
SDS. SALHI (1986) a obtenu des résultats analogues sur les PPM
extraits de Saccharomyces wvarwn floculante et non floculante.
Cependant, ce résultat n'est pas général puisque MBAWALA (1990)
observe seulement deux bandes pour les PPM, des levures Pichia
pastoris IFP 206, extraits par la méme méthode; alors que ELORZA
et al., (1985) ont révélé chez candida alblcams environ 40
bandes différentes dont 1les masses moléculaires varient de
15.000 a 80.000 daltons.

pMx103
daitons

545
1205

Fig 163: Electrophorése sur gel de polyacrylamide en présence de
SDS, des mannoprotéines pariétales (PPM) de K. lactis
et des produits témoins:

(1) Témoins

(2) KL9c (TF)
(3) KL9a (MF)
(4) KL9b (FF)
(5) KL9d (NF)

- 345 -



II.4. ANALYSE CHIMIQUE DES DIFFERENTES FRACTIONS
OBTENUES PAR FILTRATION SUR BIOGEL A5M

Les résultats des analyses effectuées sur 1les hydrolysats
acides (HCl) des PPM sont indiqués par 1le tableau 98. 1I1 en
ressort que les fractions majeures (FAl) et 1les fractions
mineures (FA2) sont de nature glycoprotéique. '

TABLEAU 98: Composition chimique globale des fractions
des PPM de K, lactis obtenues par filtration
sur Biogel A5M

SOUCHES
FRACTIONS KL9c KL%a KL9b KL9d
CONSTITUANTS

oses neutres 81,2 78,6 74,3 66,3

majeures
Aci
cides 11,2 .| 11,8 | 13,01| 16,4
(FAL) amineés totaux v
Hexosamines 0,65 (0,87 1,03 1,4
Phosphore 1,8 1,3 0,7 0,6
oses neutres 84,6 82,3 84,2 83,9
Mineures
Acid
cirdes 6,4 7,1 | 5,9 | 8,1
(FA2) aminés totaux

Hexosamines 0,12 (0,08 0,09 0,13

Phosphore 0,01 T T T

{Résultats exprimés en % de la matiére séche).

T : traces

D'aprés ces mémes résultats, il apparait que seuls les
constituants des fractions majeures (FAl) évoluent en relation
avec le caractéere floculant des souches. Les variations des
constituants indiquent une augmentation des oses neutres et du
phosphore et une diminution des hexosamines et des acides aminés
des fractions majeures obtenues 3 partir des PPM des cellules
floculantes.

L'analyse des acides aminés (tabelaux 98 et 99, et
histogrammes 13 et 14) révéle, comme dans le cas de 1l'analyse
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globale des différents PPM "bruts" dialysés, une prédominance
des acides aspartique et glutamique, de 1l'alanine, et de 1la
sérine dans les fractions des souches floculantes.

En revanche, la teneur en thréonine, proline, arginine et
lysine augmente légérement dans les fractions des souches non
floculantes.

L'analyse qualitative des oses par chromatographie sur
papier et chromatographie en phase gazeuse, sous forme
d'acétates d'alditols, met en évidence la présence exclusive du
mannose (figure 164).

L d

T ] T ) —

2=Mannose

10 20 1o 20 TeIMn)

Fig. 164: Chromatogramme des acétates d'alditols des fractions
(FA1) obtenues par filtration sur Biogel A5M des PPM
de K, loctis (a) KL9c; (b) KL9a; (c) KL9b (d) KL9d
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TABLEAU 99: Composition en acides aminés des fractions
majeures (FAl) issues des PPM de K, lactis:
KL9c (TF) et KL9a (MF)

FRACTION FA1l | FRACTION FAl

DE KL9c (TF)|DE KL9a (MF)
AA pg/mg (% AA [pg/mg (% AA
Asp 15,56 14,07 18,01 |15,25
Thr 11,12(10,09(11,92 (10,09
Ser 11,43{10,13| 9,95 | 7,83
Glu 19,74(17,92| 15,87 (13,44
Pro 8,50 7,71| 6,65| 5,63
Gly 4,92| 4,46| 7,80| 6,60
Ala | 11,25(10,21| 6,50| 5,50
Val 3,52 | 3,19{ 8,37] 7,09
Ile 3,02 | 2,74| 6,75 5,71
Leu 5,71 | 5,18| 7,12 6,03
Tyr 3,73 | 3,38| 4,15{ 3,51
Phe 2,92 | 2,65| 3,79] 3,21
Lys 3,81 | 3,46| 6,98{ 5,91
His 2,95 | 2,68 1,89] 1,60
Arg 1,89 | 1,71 2,31| 1,95
Total 110.16(99.58{118.06/99.35

TF : Treés floculante
MF : Moyennement floculante
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TABLEAU 100: Composition en acides aminés des fractions
majeures (FAl) issues des PPM de K, lactiis:
KL9b (FF) et KL9d (NF)

FRACTION FAl|FRACTION FAl

DE KL9b (FF)|DE KL9d (NF)
AA ng/mg |% AA |ng/mg |% AA
Asp 17,43(13,74(19,55 |11,97
Thr 8,92| 7,03|18,22 |11,15
Ser 12,47| 9,83|13,46 | 8,24
Glu 19,01 (14,99| 22,03(13,49
Pro 7,71} 6,08(13,98 | 8,56
Gly 6,98 5,50| 9,47 | 5,80
Ala 7,87| 6,29{11,98 | 7,33
Val 7,98 6,29(11,98 | 5,44
Ile 6,25 | 4,92| 8,89 Y
Leu 9,72 | 7,66(12,08 | 7,40
Tyr 1,21 | 0,95| 1,01 | 0,61
Phe 5,95 | 4,69 6,87 | 4,21
Lys 9,01 | 7,10| 10,55| 6,46
His 3,11 | 2,45 4,145 2,53
Arg 3,21 | 2,53| 5,04 | 3,08
Total 110,16{99,58|118,06{99,35

FF: faiblement floculante
NF: non floculante
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II1.5. CARACTERISTIQUES DES FRACTIONS MAJEURES (FAl)

La composition des fractions majeures obtenues par
filtration des PPM sur Biogel AS5M évolue selon le caractére
floculant des souches, nous avons, alors effectué des '"tests"
comparatifs sur ces fractions.

I.5.1. TITRATION DES FRACTIONS (FAl)

Les fractions (FAl) ont été traitées en ajoutant
réguliérement une quantité connue de NaOH 0,0025N et on mesure
le pH. Les courbes de titration sont indiquées par 1la

figure
165.

11 ] .

107 | KL9c
9- 1]

T 8 KL9a

6. KLOb
] Lod
o K
3!

o 10 20 30 40 50 60

QUANTITE DE NaOH (ml)

Fig. 165: Courbe de titration par NaOH 0,0025N des

glycoprotéines issues des PPM aprés filtration
sur Biogel AS5SM

Les résultats montrent que la quantité de NaOH nécessaire
a4 la neutralisation des différentes fractions augmente lorsque
le degré de floculation augmente; ceci confirme que dans les

fractions des levures floculantes, les teneurs en phosphore sont
plus élevées.
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D'autre part, les courbes de titration présentent un seul
point d'inflexion ce qui indique que 1les phosphates présents
dans les 4 types de PPM purifiés sont sous forme diester.

I1.5.2. PRECIPITATION DES PPM PURIFIES (FRACTION FAl)
PAR LA CONCANAVALINE A (Con A)

Les PPM purifiés sur Biogel A5M (fractions majeures FAl)
ont été précipités par la conA, selon le protocole décrit par
OKUBO et SUZUKI (1978).

Les résultats indiqués par 1les figures 166 et 167,
montrent que les courbes de précipitation des PPM extraits des 4
souches K, lactils présentent des allures similaires. La
précipitation maximale évaluée par le dosage des sucres et des
proteines, est obtenue pour des concentrations en PPM variant de
400 a 500mg selon le degré de floculation des souches tableau
101.

Les réactions de précipitation positives obtenues pour
les différents PPM, tracuisent la présence dans ces molécules,
d'une part de ramificat ons et d'autre part d'un nombre élevé de
liaisons o(1 — 2) (CHARPENTIER 1979).

Par ailleurs, 1'intensité de la réaction de
précipitation des PPM des souches floculantes est plus é&levée
que celles des PPM des souches non floculantes, ceci indiquerait
que la concentration en polyosides et le degré de ramification
de ces polyméres sont plus élevés dans les souches floculantes.

En outre GORIN et al., (1968) ont observé 1l'absence de
précipitation des mannoses extraits de certaines souches de
levures R, glutints, qu'ils attribuent a4 une structure linéaire
de ces PPM ainsi qu'une alternance de liaisons (l— 2) et
(1-- 3)
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Fig. 166: Courbe de précipitation par la ConA des fractions
(FAl1) des PPM extraits des cellules de K, lactis
(Dosage des oses dans le culédt)
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Fig.167: Courbes de précipitation par la Con A des fractions
(FAl) des PPM extraits des cellules de K, lactis.
(Dosage des protéines dans le culét)
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TABLEAU 101: Teneurs en oses, proteines et rapport
molaire foses/Proteines)des précipités
obtenus par réaction PPM- CORPA
K Loc KlLoa KLob KLod
PPM oses Protéines RM |oses Protéines RM |oses Protéines RM |oses Protéines RM
(ug/ml) '
50 25,3 6,7 3,77 14,9 5,4 2,75 16,4 4,0 4,1 12,1 3.5 3,45
100 69,7 13,8 5,06 46,7 12,5 3,73 43,3 11,3 3,83| 25,8 5.3 4,86
] 150 90,1 27,3 3,30 65,3 23,6 2,76 60,1 20,7 2,90 39,6 8,1 4,88
W 200 99,1 35,4 2,80 87,8 34,8 2,52 83,7 31,2 2,68} 64,8 9,3 6,96
&2 400 105,3 40,7 2,58 38,6 19.8 1,94 86,2 17.9 4,81} 67,8 6,2 10,93
| | 600 97,4 24,9 3,91 82,7 15,1 5,47 80,1 13,2 6,06} 60,1 5,4 11,12
‘—BMO—Z)“- 86,5 16,5 5,24 76,8 -—1—2.9 5,95 74,5_ ] 10,4 7,16} 58,7 4,7 12,4_;
100 70,2 11,2 6,26 10,8 6,043 69,2 9,1 7,60 7.60( 55,3 3,6 15,44
Résultats (oses et protéines) exprimés en u Mx10°.



I1.5.3. CAPACITE DE FIXATIQN DES IONS Ca.z+ PAR LES
PPM "BRUTS" ET PURIFIES

La présence de calcium, comme il a été montré précédemment

est indispensable a4 1la floculation des levures. Nous avons
observé, par ailleurs, que la teneur en calcium des PPM des
levures floculantes est plus élevée que celle des PPM des
levures non floculantes.
Afin de déterminer le rbéle des PPM et celui des ions Ca2+
nous avons évalué la capacité de fixation de ces ions par les
PPM "bruts" et purifiés, selon la méthode de BEVERIDGE et MURRAY
(1976) modifiée.

Les résultats rassemblés dans le tableau 102 indiquent que
la grande partie du calcium se fixe sur les fractions majeures
(FAl1), en effet 1les quantités de calcium fixées par les
fractions mineures (FA2) sont, dans tous les cas, treés
inférieures a celles fixées par les PPM "bruts" et les fractions
majeures (FAl).

Par ailleurs, les PPM "bruts" et 1les fractions majeures
(FAl1) des levures floculantes fixent 2 4 6 fois plus de calciua
que: ceux des levures non floculantes; ceci confirme le s
résultats obtenus chez dfautres levures (LYONS et HOUGH, 197.;
STEWART et al., 1975; AMRI et al., 1981).

Dans une récente étude sur la fixation des ions Ca.z+ apreés
modification des PPM de K, lactis, MANGUNWIDJAJA (1988) observe
que la capacite de fixer 1les ions calcium des PPM diminue
lorsque ceux-ci sont modifiés par blocage de 1leurs groupements

carboxyliques et phosphates. Ces résultats confirment les
hypothéses selon lesquelles 1les groupements carboxyliques et
phosphates des PPM interviennent dans le phénoméne de

floculation des levures K, lactis.
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TABLEAU 102: Capacité de fixation du calcium par 1les PPM
"bruts" dialysés et 1les différentes fractions
(FA1 et FA2) des souches K, lactis floculantes et
non floculantes

FRACTIONS | PPM"BRUTS" | FRACTIONS | FRACTIONS
soucugg |PTALYSES T?i??RES TEE??RES
KL9a (MF)| 40,6 41,5 4,8
KL9b (FF)| 20,2 17,9 3,2
KL9c (TF)| 60,3 64,7 5,1
KL9d (NF)| 10,5 8,4 4,1

(Résultats exprimés en pug de calcium/100mg de produits).

i}

MF Modérément floculante
FF Faiblement floculante
TF :. Trés floculante

NF Non floculante

I1.6. ACETOLYSE DES PPM PURIFIES (FAl)

Les PPM obtenus par filtration sur Biogel A5M (fractions
majeures FAl) ont été soumis a une acétolyse selon la méthode de
KOCOUREK et BALLOU (1969).

Les sepectres d'acétolyse sont indiqués par 1les figures
168 (a b) et 169 (c,d). Les différentes fractions obtenues sur
Biogel P2 ont été identifiées par leur volume d'élution a 1'aide
d'une courbe étalon préalablement établie.

Les résultatas de 1'analyse chimique des diverses sous-
fractions d'acétolyse sont rapportés dans le tableau 103.
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Fig. 168: Profil d'élution sur Biogel P2 des produits d'écétolyse
des PPM (FAl) de K,Latis: (a) KL9c (TF); (b) KL9a (MF)
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Fig. 169: Profil d'élution sur Biogel P2 des produits d'acétolyse
des PPM (F1l) de K, lactis; (a)KL9b (FF); (b) KL9d (NF)
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TABLEAU 103:Composition chimique

RM

AA
P

globale des différentes
sous-fractions des produits d'acétolyse des PPM de

K.lactis obtenus par filtration sur Biogel P2
PICS MM RM OSES AA P GlcN
SOUCHES

I 180 1,0 ++ — - -

IT 343 0,90 -+ - - -

KL9c I1I 520 1,60 ++ - + -
Y 625 | 1,30] ++ - + -

\' 762 1,20 ++ + + T

I 182 1,00 ++ - - -

I1 344 1,10 ++ - - -

KL9a I1Y 530 1,55 ++ - + -
IV | 640 | 1,20 ++ ; . -

\' 770 1,20 ++ + + +

I 183 1,00 ++ - - -

II 342 | 1,12] +» - - -

KL9b I1Y 526 1,42 - - + -
IV | 635 | 1,50| .+« - - +

\' 772 1,10 ++ + - -

I 185 | 1,00 ++ - - _

11 346 1,18 ++ - - -

KL9d I11 539 1,30 ++ - - -
IV | 642 | 1,00| ++ - T +

v 768 | 1,11 ++ : T L

Masse moléculaire

:Rapport molaire exprimé par
rapport au mannobiose

Acides aminés
Phosphore

GlcN: Hexosamine
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- : Non détecté par 1'analyse
chimique
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De 1l'ensemble de ces résultats, nous pouvons retenir:

- Les spectres d'acétolyse des différents PPM présentent
une grande analogie.

- Les PPM des 1levures floculantes sont particuliérement
riches en mannotriose phosphate, en revanche, on note une teneur
plus élevée de mannobiose chez 1les PPM des levures non
floculantes.

- Les fractions d'acétolyse des PPM ont été ensuite

soumises a une chromatographie sur couche mince de gel de silice
(aprés déphosphorylation).

Le tableau 104 indique les Rf, des prduits d'acétoglyse des
divers PPM, comparés a ceux des temoins. Les résultats de la CCM
confirment,l'identification de sous-fractions par 1les volumes
d'élution sur colonne de Biogel P2.

TABLEAU 104: Rapports frontaux (Rf) des oligosaccharides témoins et
des produits de l'acétolyse des PPM de K, lactis
(CCM: Butanol/ éthanol/eau 5/3/2 (V/V)

|
FRACTIONS VI
I II I11 IV Vv
PRODUITS (PPM) PM > 5
Temoins 0,81 0,72 0,55 0,44 0,24 0,09
PPM KL9c 0,80 0,69 0,54 0,44 0,25 0,1
PPM KLO9a 0,83 0,70 0,55 0,45 0,23 0,09
PPM KL9b 0,82 0,71 0,53 0,44 0,24 0,08
PPM KL9d 0,81 0,70 0,56 0,43 0,24 0,09
TEMOINS:
I : Mannose IV : Mannotétraose
I1 : Mannobiose V : Mannopentose
III: Mannotriose VI : Dextrane PM > mannopentose
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II.7. DI SCUSSION

Dans ce chapitre, nous avons étudié 1les PPM isolés des
cellules floculantes et non floculantes "hybrides" par
autoclavage en tampon citrate (PH 7,0) selon la méthode de PEAT
et al., (1961). Comme nous l'avons constaté chez 1les cellules
"méres", ces constituants sont directement impliqués dans le
phénoméne de floculation. ILs sont facilement extractibles, ce
qui laisse supposer qu'ils sont localisés sur des zones externes
dans la structure de la paroi des levures.

Par filtration sur colonne de Biogel A5M, nous avons obtenu
des PPM dont 1les masses moléculaires varient, selon le
pourcentage de floculation de 370 a 410 X 103 daltons. Les PPM
extraits des souches 1les plus floculantes ont des masses

moléculaires les plus élevées (410 X 10a daltons).

L'analyse des PPM,relativement purifiés des 4 souches,
montre des différences significatives entre ceux des cellules
floculantes et ceux des cellules non floculantes. Elle confirme
clairement, qu'au moment de la floculation il y a augmentation
de la teneur en oses totaux et de certains acides aminés
(Asp, Ser, Glu.) dans 1les PPM bruts ou dans 1les fractions
majeures (FAl), en dépit d'une baisse globale des protéines. En
effet, dans les PPM des souches non floculantes, nous avons noté
une relative augmentation de la proline et de la tyrosine et une
diminution globale des mannanes .

L'augmentation des PPM chez 1les 1levures floculantes
s'accompagne d'un enrichissement en phosphore. En effet, les
rapports phosphore sur oses dans les PPM isolés des cellules
floculantes augmentent (25 a 50 %) par rapport a ceux des
levures non floculantes. Des résultats analogues ont été obtenus
par STEWART et BALLOU (1968) pour Saccharomyces wvarum, Candida
albicans et Candida stellatoida; ALMAHMOOD et al., (1987) pour
Kluyveromyces bulgaricus; et  MANGUNWIDJAJA (1988) pour
kluyveromyces lactis,

Selon CHARPENTIER (1979) les mannanes des levures sont
caractérisés par la présence de phosphore en quantité wvariable
suivant l'espéce; cependant la relation entre 1la teneur en
phosphore des mannanes et 1le genre auquel appartiennent les
levures est difficile a4 établir. Selon cet auteur et d'aprés
SANBLAS et CUNNINGHAM, (1974) une limitation en phosphate dans
le milieu de culture, entraine une diminution de 1la teneur en
phosphate dans les PPM, et son remplacement par des groupements
O-acétyl dans le mannane d'Hansenula holsiti; ce résultat a été
confirmé plus tard par SALHI (1986) pour Saccharomyces uvarum.
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Par ailleurs, les nombreux travaux sur 1le phénoméne de
floculation, ont montré en général que les PPM des levures
floculantes sont plus riches en phosphore que ceux des 1levures
non floculantes de la méme espéce et dans les mémes conditions
de culture, ceci se confirme dans le cas des levures K, lactis
étudiées.

A partir des courbes de titration des mannanes, nous avons
déduit que le phosphore était sous forme diester, la courbe ne
présente effectivement qu'un point d'inflexion.

Ce type de liaison a été signalé par de nombreux auteurs
dans les mannanes de §, cerevisiae ((MILL, 1966; COLONNA et et
LAMPEN, 1974); de K. bulgaricus (HUSSAIN et al., 1983); de R,
pastoris (MBAWALA, 1990). Ces différents travaux ont également
permis d'identifier, par ailleurs, 1la nature des fonctions
alcools impliquées dans l'estérification (THIEME et BALLOU 1971,
1972; LIPKE et al., 1974).

Le role de la fraction protéique associde au PPM est mis
en évidence par une diminution (30 & 50%) de leur teneur en
acides aminés totaux dans les PPM des cellules floculantes.
Cependant, d'aprés MANGUNWIDJAJA (1988), 1la variation des
teneurs en acides aminés, avec notamment 1'augmentation de
l1'alanine et 1la diminution de 1l'acide aspartique impliquent
qu'il s'agirait d'une réorganisation structurale au sein de 1la
protéine.

Par .ontre les teneurs en hexosamines sont moins
importantes dans les PPM des cellules floculantes, ce qui
indique, vraissemblablement un réarrangement (ou une

modification) structural des couches glucidiques externes de la
paroi impliquées dans le phénoméne de flocculation des levures.

D'un point de vue topologique, les PPM correspondent a des
matrices glycoprotéiques qui peuvent &tre assimilées a des
glycoprotéines fonctionnelles telles que 1les enzymes (PHAFF
1971), les agglutines sexuelles (BURKE et al., 1980) ou
probablement des facteurs lectiniques impligués dans la
floculation.

Un des moyens d'approche de 1la strcuture des mannanes
employé pour les PPM de Hansenula hostii par SLODKI et al.,(1963)
et de Saccharomyces cerevisiae par COLONNA et LAMPEN (1974) est
la réaction ConA-mannane; cette réaction a été également
utilisée pour confirmer le rdle des PPM dans 1le phénoméne de
floculation par KALZ et al., (1971) et MIKI et al., (1980).
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Les réactions de précipitations positives obtenues pour les
PPM des différentes souches K, lactts traduisent la présence dans
ces molécules de ramifications d'une part et d'un mombre élevé
de liaisons ¢(1—2) d'autre part. Ce résultat est en accord avec
ceux de l'acétolyse de ces PPM. De plus selon GORIN et al.,
{1965), 1l'absence de précipitation des PPM par la ConA est due 3
une structure linéaire ainsi qu'a une alternance de liaisons
oa{l — 2) et o(1— 3).

La réaction de précipitation ConA-PPM en fonction du
pourcentage de floculation de la souche laisse suggérer que les
sites actifs des PPM des levures floculantes ont une structure
voisine,différente de celle des PPM des levures non floculantes,
caractérisée par une faible intéraction avec 1la ConA. Cette
observation est controversée; en effet, CAWLEY et BALLOU (1972)
ont observé que les PPM de S, cerevisiae localisés sur 1la surface
des cellules floculantes et non floculantes possédent des
déterminants antigéniques similaires.

Selon GOLDSTEIN et al., (1973),  ce sont 1les chaines
latérales des mannanes qui fixent la ConA et de ce fait, elles
pourraient participer a4 la floculation des levures (MIKI et al.,
1982). Chez la levure K, lactis, d'aprés BALLOU (1976), 1les PPM
sont constitués d'une chaine principale d'unités mannosyles
unies par liaisons o(l —6) et portant des ramifications en
liaison ¢o(1 —2) et o(1l -—3); et avec une chaine 1latérale sur
laquelle est fixé un rés’du de N-acétyl- glucosamine en position
2 du mannose. Nos résulz s d*acétolyse des PPM et de dosage des
hexosamines confirment particuliérement cette strcuture.

Les nombreuses études sur les parois des levures ont montré
que les polyméres extérieures de ces parois peuvent fixer des
ions métalliques (BEVERIDGE et MURRAY, 1980; HOYLE et BEVERIDGE,
1984; FERRIS et BEVERDGE, 1986; KIHN et al., 1987). Cette
fixation, résulte d'un phénoméne électrostatistique qui
s'éffectue par 1'intéraction entre 1les cations métalliques
solubles et les sites anomériques 1liés aux surfaces hydrophiles
des polyméres. Il a été particuliérement observé ue certains
composants protéiques des parois fixent les ions ca®’ impliqués
dans le phénoméne d'aggrégation cellulaire (CAMPBELL, 1973;
JUMBLATT et al., 1980; AMRI et al., 1982).

Dans le cas des levures K, lactis , la capacité des PPM 3
fixer les ions ca?+est étroitement liée au degré de floculation.
En effet nous avons montré que les PPM des 1levures floculantes
fixent plus de ca.z+ que ceux des levures non floculantes. Ces
résultats ont été obtenus pour d'autres 1levures (STEWART et
al., 1975; AMRI et al., 1981).
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Ces résultats sont généralement expliqués par le fait que
la structure des PPM des levures floculantes contiendrait plus

de sites potentiels qui fixent les ions caz+. Ces sites sont
constitués de groupement carboxyliques, phosphates, phénoliques,
imadozoles.... (NISHIHARA et al., 1977).

La modification des PPM par des traitements chimiques
et enzymatques entraine une perte de leur capacité de fixer les
ions calcium; ceci confirment les différentes observations selon
lesquelles les groupements anioniques des parties protéiques des
PPM interviennent dans la floculation (AMRI et al., 1981; KAMADA
et MURATA, 1986; MANGUNNIDJAJA, 1988).

Selon BEAVAN et al.,(1978), 1l'agrégation cellulaire chez
les levures est la résultante, au niveau de 1la paroi, d'un
réarrangement structural qui pourrait-étre dd a ltaction
d'enzymes pariétales.

Ce réarrangément peut conduire soit a4 wune meilleure
accessibilité des groupements carboxyliques disponibles soit a
la mise en disponibilité d'un certain nombre de groupements
carboxyliques par suite du départ de calcium ou de non
incorporation de ces cations dans la paroi de la levure.

Selon ces auteurs, 1l'effet établi du calcium, par
ailleurs, est de diminuer la répulsion électronique entre les
cellules, ce qui permet d'expliqucr les différences de
floculation entre les levures par des différences d'accessibilté
des sites. En effet, selon MIKI et ai., {(1981), 1les variations
de la composition des parois de 1levures floculantes et non
floculantes signifient que la floculation est possible grace a
la formation a 1la surface des parois de constituants
spécifiques de nature peptidomannane qui interviennent comme
des ligands entre les cellules de levure.

GORIN et PERLIN (1956) ont été 1les premiers a wutiliser
1'acétolyse pour déterminer 1la structure des mannanes de
Saccharomyces rouxii. Rappelons que cette technique coupe
sélectivement les liaisons 1 — 6 entre les unités mannose et
transforme 1la plupart des mannanes en oligosaccharides de
faibles masses moléculaires, constitués d'unités mannose
associées en 1 5 2 et 1 o 3.

Les spectres d'acétolyse des PPM isolés des souches
floculantes et non floculantes présentent un profil similaire.
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La singularité des spectres d'acétolyse des PPM des
levures floculantes est leur richesse en mannotriose par rapport
4 ceux des levures non floculantes.

Une séparation par chromatographie sur couche mince de gel
de silice fait apparaitre, par ailleurs, des mono, di, tri,
tétra, et mannopentose, ce dernier n'a pas été mis en évidence
dans les produits d'acétolyse des mannanes de Saccharomyces
cerevisiqe obtenus par LEE et BALLOU (1965).

Selon CHARPENTIER (1979) 1l'appartenance des levures a 1la
méme espéce n'implique pas une simultitude de structure des
mannanes de leurs parois. La méme constatation a été faite par
CAWLEY et BALLOU (1972) qui ont isolé de §, cerevisiae (levure
de boulangerie) un mannane dépourvu de 1la chaine latérale,
composée de 2 a4 4 unités, mise en évidence dans le mannane d'une
autre souche de la méme espéce (§. cerevisiae).

En conclusion, 1l'étude comparée de la composition chimique
des PPM pariétaux des 4 souches K, lactis montre globalement, une
augmentation des oses totaux et du phosphore concomittante a une
diminution de la teneur en acides aminds. Ce résultat concorde
avec ceux obtenus sur les PPM extraits des souches "méres" par
diverses méthodes.

L'ensemble des résultats montre, en outre, que les masses
moléculaires des PPM extraits des cellules entiéres (ou a partir
des parois isolées) augmentent lorsque les ©avures sont
floculantes.

L'étude de certaines propriétés des PPM notamment leur
intéraction avec la ConA et la réaction de l'acétolyse, confirme
le rdle de ces constituants dans le mécanisme de floculation des
levures K, lactis. Ces résultats, enfin semblent confirmer
1'hypothése de MIKI et al., (1980) selon laquelle il existe a la
surface des cellules de 1levures une structure réceptrice,
complémentaire des PPM.
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CONCLUSION

GENERALE




Les nombreux traveaux sur la floculation des levures ont
été consacrés, particulierement aux levures du genre
Saccharomyces, Afin de préciser si des mécanismes différents
interviennent dans chaque cas de floculation des levures, nous
avons entrepris 1'étude de la floculation des 1levures K, lactls
haploides.

Le mécanisme de floculation de K, lactis a été abordé dans
un premier temps sous l'aspect physiologique et physico-chimique
en étudiant 1'expression phénotypique de 1la floculation en
fonction des facteurs nutritionnels et physico-chimiques du
milieu de culture. Dans un second temps, nous avons étudié les
structures biochimiques impliquées dans 1la floculation et
obtenues a partir de cellules entiéres ou des parois isolées des
souches floculantes et non floculantes.

Nous avons comparé des souches potentiellement floculantes
et non floculantes (souches "méres") puis des souches issues des
premiéres par croisement (souches "filles"); ces derniéres sont
caractérisées par des degrés de floculation wvariables, bien
qu'elles proviennent d'un méme asque.

En considérant l1l'expression phénotypique de la floculation
des différentes souches haploides comme une manifestation
génétiquement définie, nous avons constaté que 1'intensité de
leur floculation est soumise aux influences des facteurs
nutritionnels ainsi que des facteurs physico-chimiques 1liés 3
1'environnement; toutefois 1'étude ¢e la croissance des souches
sur divers milieux de culture ne met pas en évidence des
différences significatives de croissance, entre elles et selon
le dégré de floculation. Les cinétiques de croissance des
souches floculantes et non floculantes sont similaires dans les
mémes conditions de culture.

I1 faut remarquer, par ailleurs, que les souches
potentiellement floculantes, floculent en phase exponntielle et
l1'intensité maximale de la floculation est atteinte en début de
phase stationnaire. La floculation se manifeste dans tous les
milieux de culture, cependant, le milieu sabouraud a base de
glucose et de peptone est 1le plus favorable. Nous ‘avons,
également constaté que lés souches floculent en tampon acétate
de Helm (pH 4.5) en présence de calcium seulement. Le degré de
floculation en tampon acétate de Helm est inférieur 4 celui
observé en milieu de culture ; ceci indique 1la présence de
facteurs du milieu, indispensables pourque les levures floculent

kY

bien que leur rdéle dans la floculation soit sujet a controverse.
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La variation des concentrations en calcium dans le milieu
de culture a permis de mettre en évidence le rdéle joué par cet
ion.

Nos observations montrent en effet, que 1la floculation
n'apparait que si le calcium est présent a des concentrations de
0.07mM. La floculation maximale est obtenue pour des
concentrations comprises entre 2 et 5 mM selon 1le dégré de
floculation. D'aprés 1les résultats 1les concentrations qui
induisent une intensité maximale de floculation sont plus
élevées lorsque la floculation est mesurée en tampon acétate de
Helm (pH 4.5). D'autre part 1les souches potentiellement peu
floculantes exigent des concentrations en calcium plus élevées
quel que soit le milieu de mesure; cette observation indique 1le
role "direct" des ions ca * dans le phénoméne de floculation.
Lorsque les concentrations sont supérieures a 5mM l'intensité de
la floculation baisse notamment chez les souches peu
floculantes.

Les ions Na' et K peuvent se comporter, aux fortes
concentrations, comme des antagonistes dans 1le phénoménes de
floculations, mais ils n'ont pas d'effet aux faibles
concentrations. L'action de ces ions dépend de la concentration
en calcium dans le miliu de culture. En ce qui concerne le rdle

. + . .
des ions Mg2 sur la floculation, 1les résultats obtenus
suggérent que Ees ions pourraient se substituer partiellement
. + . . .
aux ions Ca en se liant sur 1les sites des molécules

responsables de la floculation. En revanche, les ions Baz+ et
Srz+se comportent comme des inhibiteurs méme 1 da2 faibles

-

concentrations (0.1 a4 0.5mM).

Les expériences réalisées sur la stabilité des agrégats
cellulaires de X, lactls font apparaitre que la floculation des
levures du genre Kluyveromyces se distingue de celle des levures
Saccharomyces par une spécificité bien définie. En effet chez
les levures K, lactls les oses 1les plus dispersants de 1la
floculation sont ceux qui ont des structures similaires a celle
du galactose, en revanche, ceux qui sont actifs sur la
floculation des 1levures Saccharomyces ont des structures
similaires a celles du mannose (AMRI et al., 1982; HUSSAIN et
al., 1986). La nécessité d'une telle spécificité pour que les
oses soient actifs impose que ceux-ci soient reconnus par des
molécules impliquées dans 1la floculation et qu'ils soient
présents sur la surface cellulaire. De tels mécanismes sont mis
en évidence dans d'autres phénoménes biologiques analogues qui
mettent en jeu des molécules de type lectinique (SHARON et LIS,
1986, 1993; ALMAHMOOD et al., 1987).
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Par ailleurs, l'action des agents chimiques dénaturant les
structures superficielles ou bloquant les groupements ionisables
4 la surface des cellules, entraine une dispersion des agrégats
cellulaires; ce qui démontre, d'une part, 1la participation de
ces structures et d'autres part, 1le rbéle des groupements
ionisables dans le maintien d'une structure conformationnelle
favorable a la floculation des levures (NISHIHARA et al., 1977;
MIKI et al., 1982; KAMADA et MURATA, 1984).

L'action d'enzymes protéolytiques sur les cellules
floculantes entraine une perte du pouvoir floculant de ces
cellules; ceci résulte d'une action spécifique de 1l'enzyme sur
les structures glycoprotéiques de la surface des parois. Selon
HODGSON et al., (1985), 1la biosynthése des glycoprotéines
pariétales impliquées dans la floculation est gouvernée par deux
types de génes (FLO1l et FLOS).

Selon ces auteurs, nos résultats indiquent que
l'expression phénotypique de la floculation de K, lactis serait
gouvernée par le géne FLOl,puisque les cellules potentiellement

floculantes perdent leur aptitude a floculer lorsqu'elles sont
traitées par des protéases et par la chaleur.

Enfin, pour confirmer 1la potentialité génétique des
souches floculantes (KLF) et le rdle de 1la paroi nous avons
obtenu des protoplastes, apreés traitement des levures
floculantes et non floculantes a4 la cytohélicase, et réalisé 1la
régénération des parois. L'évaluation du pouvoir floculan:
moatre que seules 1les souches initialemnt floculante,
refloculent en milieu de culture et en tampon acétate de Heln;
ceci indique que les souches KLF ont une potentialité floculante
génétiquement acquise.

Les nombreux travaux sur la floculation des levures ont
mis en cause le rdle de 1l1la paroi dans le phénoméne de
floculation. Nous avons alors cherché, dans une seconde étape de
notre travail, a établir le lien entre 1les variations de 1la
composition de la paroi, des différentes fractions pariétales et
le phénoménes de floculation. Les levures ont été cultivées dans
les mémes conditions pour éviter toute variation de la
composition chimique des parois et structures pariétales liées
aux variations du milieu de culture et avec 1l'age des cellules.

Nous avons d'abord comparé la composition chimique des
parois isolées, des souches floculantes, peu floculantes et non
floculantes. L'analyse globale des parois montre que les parois
de levures floculantes se distinguent de celles des levures peu
ou non floculantes par:
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- Une élévation de glucides (oses totaux) et du phosphore avec
une augmentation du rapport Man/Glc.

~ Une baisse des teneurs en protéines en hexosamines et une
augmentation du pourcentage de certains acides aminés
(particuliéremnt Asp, Ser, Glu.)

- Une augmentation de la teneur en calcium et en phosphore.

Les parois isolées trajitées a 1'éthyléne diamine ont
permis de montrer que les changements de la composition chimique
resident au niveau de la fraction hydrosoluble des parois. Cette
fraction de nature phosphopeptidomannane est plus importante
chez les levures floculantes et contient davantage d'oses. Nos
résultats, en accord avce ceux de certains auteurs notamment
LYONS et HOUGH (1971) montrent que les phosphopeptidomannanes
des levures floculantes ont un degré de phosphorylation plus
élevé que celui des levures non floculantes. La variation du
degré de phosphorylation en relation avec le caractére floculant
des levures a été mis en évidence en comparant les teneurs en
phosphore des phosphopeptidomannanes des levures trés
floculantes, faiblement floculantes et non floculantes.

La réaction de précipitaion des PPM par la ConA montre une
différence structurale entre les PPM des levures floculantes et
ceux des levures non floculantes, c'est-a-dire que les polyméres
des levures floculantes ont une capacité supérieure de se lier
quantitativ ‘ment. et qualitativement aux sites de la ConA.

Compte tennu par ailleurs des teneurs en calcium et en
phosphore plus élevés dans les PPM des 1levures floculantes on
admet que ces éléments jouent un rdle direct dans 1le phénoméne
de floculation de K, lactis. 1'étude de 1la fixation des ions
Ca2+ sur les PPM et fractions majeures indique qu'elle se
réalise vraisemblablement sur les groupements carboxylique,
alors que les groupements phosphorylés et les groupemnts aminés
ne semblent pas jouer un réle déterminant dans 1la fraction du
complexe PPM-Calcium. Ceci laisse supposer que la floculation
de X, lactis est le résultat d'un réarrangement structural des
PPM qui conduit 3 une meilleure accessibilité des groupements

carboxyles disponibles. Ce réarrangement entraine, d'aprés
certains auteurs une meilleure accessibilité pour d'autres
constituants spécifiques tels que les lectines qui

interviendraient comme ligands entre les cellules de levure
floculante.
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En outre, le fait que la partie protéique de la paroi des
levures floculantes diminue et parallélement, la phosphorylation
de la partie osidique de cette partie augmente, indique que les
groupements phosphates sont impliqués dans la fixation des ions
ca+; ce qui explique les teneurs élevées en ions calcium des
parois et des fractions des levures floculantes.

Les études structurales, effectuées par l'acétolyse
montrent que les PPM et 1les différentes fractions manno-
protéiques des levures K, lactts floculantes se carractérisent
par:

- Un poids moléculaire plus élevé 1ié au degré de
polymérisation plus important de la partie mannoprotéique.

- Un degré de ramification plus marqué di a un fort
pourcentage en mannotriose et en mannotétraose.

- Un taux élevé en mannotriose et mannotétraose phosphorylés
(teneur en phosphore, sous forme diester, élevée).

- Le taux faible d'hexosamines indique que celles-ci sont
moins liées aux chaines latérales dans ces
phosphopeptidomannanes.

Par ailleurs plusieurs faits, entre autres l'effet
dispersant des oses (spé:ifiques) sur la floculation permettent
d'admettre que 1les cr aplexes "PPM—Caz+" jouent un role
structural, en favorisant une conformation stéréochimique plus
appropriée aux intéractions des constituants pariétaux de
surface cellulaire.

En définitive, si l'ensemble des éléments impliqués dans
le phénoméne de floculation des autres levures, se manifestent
dans le cas de 1la floculation de K, lactils, nos résultats
indiquent que leur importance varie d'un genre a4 1l'autre. La
floculation des levures Kluyveromyces aurait pour mécanisme de
base, des modifications strcuturales au niveau de 1la paroi au
moment de la floculation. Ces modifications seraient des
recepteurs reconnus par des facteurs (du type lectinique) ayant
une spécificité pour le galactose. L'isolement et 1'étude de
tels facteurs conduiront & une meilleure connaissance du
mécanisme de floculation des levures K, lactis,
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RESUME

Une #dtude sur le mécanisme de floculation de six
souches de levure Kluyvveromyces lactiis haploides, a é&te
orientée vers la recherche et la caracterisation des
polyméres responsables de ce phénoméne.

Aprés croissance sur milieu favorable, les levures
elaborent des structures spécifigues stables gqui lsurs
permettent de floculer. Les ions Ca++ sont indispensables 2
1" expression phénotypigue de la floculation et celle-ci est
réversge spécifigquement par des sucres libres st lides gui
ont une structure D-galactose non réductrice terminale. Le
pH optimum d’agrégation se situe entre 4,5, et 5 & 25°C;
cependant les pH extrfmes et les températures supérieures a
60°c -provoquent une dispersion des cellules. Les ions Mg++
peuvent se substituer, partiellement aux ions Ca++ alors que
“les ions Sr++ et Ba++ se comportent comme de puissants
inhibiteurs. ' ‘

L7état de floculation et celui de non floculation se
traduit par des variations quantitatives et structurales des
polyméres pariétaux, de nature phosphopeptidomannane (PPM),
hydrosclubles. , )

Chez les levures floculantes les parcis contiennent une
tensur plus flevée de ces polyméres périphériques dont la
masse moléculaire est plus importante que chez les levures
non floculantes. Ceci résulte d'une structure complexe, en
particulier d'une présence d'un plus grand nombre de

ramifications a trois et gquatre unités mannose. L'analyse
des produits d’ acétolyse révéele en effet, que les PPM
floculants libérent essentiellement des unités de

mannotriose et mannoteétraocsephosphorylés, alors que les PPM
non floculantse se caractérisent par la préssence d unitgs de
mannobiose. Au niveau des tri et tétrasaccharides, les
différences portent sur les teneurs en phosphate et en N-
acétylglucosamine. Les PPM des levures non Tfloculantes
portent davantage de résidus N-acétylglucosamine que les
polyméres des levures floculantes. Cette variation semble
caractet istique chez les levures XKluyveromyces.

L 'ensemble des résultats montre que la floculation des
levures K. lactis présente des specificites et obéit a un
mécanisme de base qui se traduit, en présence des ions Ca++,
par des modifications conformationnelles des structures
glycoprotéiques superficielle des parois cellulaires.

Mots clés: Kluyveromyces lactis — floculation—phospho—
peptidomannanes~parois—fractions parigtales.
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