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INTRODUCTION

Le glutamate est utilisé depuis longtemps par les Asiatiques pour renforcer le goit des aliments.
Depuis la découverte des Corynébactéries capables de produire du glutamate par Kinoshita et al.
(1957), la production mondiale de glutamate a fortement augmenté pour atteindre aujourd’hui
une production annuelle d’environ un million de tonnes. Cette production est réalisée par des
sociétés asiatiques telles que Ajinomoto, Kyowa Hakko Kogyo et Cheil Sugar, en Europe par
Orsan-Amylum et aux Etats Unis par Stauffer. Le glutamate est essentiellement utilisé dans le

domaine alimentaire.

Pour produire efficacement du glutamate, il est nécessaire d’améliorer le procédé de pfoduction
et/ou la souche productriée. Au cours des vingt derniéres années les recherches menées ont
permis d’améliorer la production pour arriver & ce jour & des titres en glutamate d’environ 100
g/l. Ces recherches, qui ont porté sur la génération de souches génétiquement modifiées par
mutagenése aléatoire, ont permis d’obtenir des souches adaptées au procédé utilisé et 2
I’utilisation de maticres premieres de faible coiit telles que les mélasses de canne et de betterave.
Plus récemment, une approche de type génie métabolique a été employée afin d’améliorer le
rendement de conversion de substrat carboné en glutamate et la productivité des cellules.
Cependant, cette approche nécessite 1’identification des cibles potentiellement limitantes pour la
production. D’oll 'intérét de caractériser la cinétique, la physiologie et le métabolisme des

souches productrices de glutamate.

Une étude précédente (Lapujade, 2000) a été réalisée au Laboratoire sur la souche

contrairement au procédé d’excrétion induit par une limitation. en hiatine, Par zilleurs, avee oc
procédé la purification du produit final est plus simple que celle des procédés utilisant des
tensioactifs ou des antibiotiques pour provoquer ’excrétion du glutamate. Les études cinétiques
et physiologiques menées sur cette souche en cultures discontinues et semi-continues ont permis

de caractériser les phases successives de croissance cellulaire et d’excrétion de glutamate.
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L’objectif général de notre étude est de mieux comprendre le comportement cinétique, la
physiologie et le métabolisme de Corynebacterium glutamicum 2262 pendant la croissance et la
production de glutamate, en particulier pendant la transition entre les phases de croissance et
d’excrétion. Nous tenterons également de comprendre les mécanismes physiologiques de la
déviation de la production de glutamate vers la synthése d’autres métabolites tels que le lactate et

le tréhalose.

Différents modes Variation des conditions Effet de P’ajout
de culture : de culture : d’acide gras :
- Continu - Température de culture - Acide palmitique
- Semi-continu - Taux de dilution - Acide oléique
- Discontinu - Milieu de culture
Corynebacterium . Corynebacterium
glutamicum 2262 -’ . glutamicum 2262 en

G/Iesures macroscopiques ﬂ/lesures microscopiques : \

en cronssance ; productlon de glutamate

- Consommation de glucose - Glutamate intracellulaire
- Biomasse - Activités enzymatiques (PEPC,
- Production de glutamate PDH, ICDH, GDH et ODHC).
- Production de co-produits - Potentie] membranaire
(lactate, tréhalose) - Fluidité de ’enveloppe cellulaire
- Respiration

\ / \\ - Tailie celiuiaire /
v \ 4 v

Analyse Analyse métabolique Analyse de

macrocinétique et physiologique PPenveloppe cellulaire

Figure 1 ; démarche expérimentale suivie au cours de ce travail.



Lors de ce-travail dont la démarche générale est schématisée dans la figure 1, nous tenterons de

répondre aux questions suivantes :

¢ Quelles sont les nouvelles informations cinétiques apportées par des cultures de la

souche en mode continu ?

» Quelles sont les modifications métaboliques et physiologiques induites par I’élévation

de température ?

o Quels sont les effets de la température sur la paroi cellulaire de C, glutamique 2262

au cours de la fermentation glutamique ?

Le premier chapitre du manuscrit regroupe les données bibliographiques concernant les procédés
utilisés pour la production de glutamate, les voies de biosynthése de glutamate et I’enveloppe

cellulaire de C. glutamicum.

La deuxiéme chapitre décrit les ‘‘matériels et méthodes”’ utilisés au cours de cette étude : les
méthodes de  dosage des métabolites extracellulaires et intracellulaire, et des activités
enzymatiques, la méthode de caractérisation les bactéries par cytométrie en flux et la méthode de

mesure de la fluidité de ’enveloppe cellulaire.

Le troisiéme chapitre présente 1’étude cinétique de Corynebacterium glutamicum 2262 en culture
continue & différentes températures. Le comportement cinétique et physiologique de cette

bactérie en culture continue est comparé avec celui identifié en culture semi-continue,

Dans le chapitr

croissance et de production de glutamate. L’effet du choc de température sera mesuré sur le
niveau d’enzymes telle que la phosphoénolpyruvate carboxylase, la pyruvate carboxylase et le
complexe o-cétoglutarate déshydrogénase ; un lien entre le niveau de ces enzymes et le contenu
intracellulaire de glutamate, ainsi qu’avec la production des autres métabolites majoritaires: sera

établi.

étabolisme de cette bactérie pendant les phases de.



Le dernier chapitre est consacré a 1’étude de I’effet des acides gras sur le comportement macro-
cinétique de cette bactérie pendant la croissance et la production de glutamate afin d’évaluer
I’effet de la température sur le métabolisme des acides gras. L’étude de I’évolution de la fluidité

de la paroi cellulaire sera aussi décrite.
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CHAPITRE I : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

I.1. Fermentation glutamique

1.1.1. Historique et importance industrielle de la ferinentation glutamique

1.1.1.1. Historique de la production de glutamate

Depuis la découverte de la propriété de renforcement du goit UMAMI par le glutamate, le besoin de
glutamate dans le domaine agroalimentaire a rapidement augmenté. La production de glutamate par
hydrolyse de protéines végétales, a débuté en 1909 vint ensuite, la découverte de la production de
glutamate par fermentation en utilisant du sucre et des sels d’ammonium (Kinoshita et al., 1957).
Depuis lors, de nombreux travaux ont porté sur I’amélioration des performances de la fermentation

glutamique par modification génétique de la souche bactérienne ou du procédé de fermentation.
1.1.1.2. Principaux producteurs de glutamate

Les principales sociétés productrices de glutamate sont les sociétés japonaises Ajinomoto, Kyowa
Hakko Kogyo, Asahi Chemical, Takeda et Tanabe Seiyaku, la société coréenne Cheiljedang, la
société américaine Stauffer Chemical et la société franco-belge ORSAN-Amylum (Burkovski et
Krimer, 2002 ; Crueger et Crueger, 1984 ; Eggeling et Sahm, 1999). La société ORSAN-Amylum
représente environ 10 % de la production mondiale annuelle d’environ un million de tonnes. La

croissance du marché de glutamate arrive & maturité avec un taux de croissance annuel de 4 2 5 %.

L1.1

glutamate
Les Corynébactéries sont classées dans 1'ordre des Actinomycétales. Les  souches de
Corynébactéries utilisées industriellement ont généralement été isolées du sol et sont auxotrophes

pour la biotine. Ce sont des souches aérobies, mésophiles puisque la température maximale de

croissance se situe vers 35 °C. Ces souches sont capables d’utiliser de nombreux substrats carbonés
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dont le lactate, ’acétate, le méthanol, I’éthanol, le glucose, Ie fructose et le saccharose. Les souches
industrielles présentent une faible activité a-cétoglutarate déshydrogénase mais présentent une
activité glutamate déshydrogénase importante (Kinoshita et Nakayama, 1978). Les souches
industrielles utilisées sont les suivantes : Corynebaterium glutamicum, Brevibacterium flavum,
Brevibacterium lactofermentum et Brevibacterium divaricatum. Les différences entre les génomes
de ces bactéries pouvant étre considérées comme minimes, il a été proposé par certains auteurs de
les réunir dans une seule et méme espéce C. glutamicum (Liebl et al., 1991). La membrane externe
de C. glutamicum contient des acides mycoliques qui servent de barriére contre des agents externes

aux cellules (Collins et al., 1982 ; Marienfeld et al, 1997 ; Eggeling et Sahm, 2001).
I.1.1.4. Utilisations du glutamate

L’acide glutamique est un acide aminé non essentiel utilisé principalement comme additif
alimentaire sous forme mono-sodique glutamate (MSG, E621). Il est employé comme exhausteur de
gofit et est considéré par les Japonais comme étant 4 I’origine d’un 5% goiit : le gofit UMAMI. En
Europe, la dose journaliere admissible est de 0 — 120 mg / kg de poids corporel, alors que cette
molécule est considérée comme additif non toxique au Japon, son utilisation industrielle n’est pas
donc régulée au Japon. L’acide glutamique est également utilisé, en beaucoup plus faible quantité,

par les industries pharmaceutiques et cosmétiques.
I.1.2. Procédés de production d’acide glutamique

Actuellement, la production de glutamate se fait industriellement par fermentation de type semi-
contenue. La quantité importante de sucre nécessaire a la synthése de I’acide glutamique ne peut pas
excés de substrat, et une production de tréhalose. Le procédé semi-continu permet donc de maintenir

une concentration faible et non-limitante de glucose dans le réacteur.

Dans un premier temps, la source carbonée est utilisée pour la synthése de la biomasse. Puis, et
parce que I’acide glutamique n’est pas produit spontanément par les cellules, une contrainte est

appliquée aux cellules de fagon 2 leur faire excréter du glutamate (figure I-1).



Chapitre I : Synthése bibliographique

Glutamate

Induction

Biomasse

Glucose

Temps, h

Figure I-1 : schéma global de la fermentation glutamique.

Les contraintes capables d’induire une production de glutamate par différents corynébactéries sont

les suivantes :

Chez C. glutamicum la biotine intervient dans la synthése des enzymes acétyl-CoA carboxylase et
pyruvate carboxylase (Jiger et al., 1996). La limitation en biotine pendant la fermentation
glutamique provoque une réduction de la synthése des phospholipides et une augmentation du
rapport acides gras saturés / insaturés. Cette modification métabolique a donc été proposée pour
permettre un basculement de la croissance vers la production de glutamate (Clément et al., 1984 ;
Cliément et Lanéelle, 1986 ; Demain et Birnbaum, 1968 ; Shibukawa et Ohsawa, 1966). La
iotine provoque également une inhibition de I’activiié pyruvate carboxylase enzyme
anaplérotique principale chez C. glutamicum (Peters-Wendisch et al., 1997 ; Delaunay et al., 1999b).
La concentration optimale de biotine pour produire du glutamate par ce procédé se situe entre 2 et 5
pg/l (Tanaka et al., 1960). En utilisant le glucose comme source de carbone, la concentration de
glutamate en fin de fermentation par ce procédé est entre 10 et 70 g/l (Bona et Moser, 1997 ; Das et
al., 1995 ; Kanzaki et al., 1967 ; Hoischen et al., 1989 ; Tanaka et al., 1960 ; Takinami et al., 1966).

Ce procédé est limité par les matiéres premiéres contenant une concentration élevée en biotine
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comme les mélasses de canne ou de betterave. Pour réduire 1a teneur en biotine du milieu de culture,

e mélange de ces mélasses avec des hydrolysats de mais peut étre réalisé.
1.1.2.2. Ajout de pénicilline

L’ajout de pénicilline ne modifie ni la teneur en acides gras ni la teneur en phospholipides
membranaires, mais permet de produire du glutamate (Shibukawa et al., 1968). L agrandissement de
la taille cellulaire a été observé pendant la production de glutamate par ce procédé (Shibukawa et al.,
1968). La pénicilline modifie 1’enveloppe de C. gluramicum en empéchant la synthése du
peptidoglycane qui détermine la forme de la bactérie (Wijayarathna et al., 2001). Ce procédé a été
proposé pour produire du glutamate tout en utilisant des matiéres premiéres riches en biotine
(Sommerson et Philips, 1962). Des titres de glutamate en fin de fermentation de 20 a 40 g/l ont été
obtenus par C. glutamicum et B. lactofermentum (Kawahara et al., 1997 ; Nunheimer et al., 1970).
En utilisant une souche productrice de lysine, B. lactofermentum, une concentration de 57 g/l de
glutamate et de 75 g/ de lysine ont pu étre produits simultanément en fermentation semi-continue

(Shiratsuchi et al., 1995).

1.1.2.3. Ajout de tensioactif

Dans un milieu riche en biotine, ’ajout de tensioactifs comme des acides gras saturés et des dérivés
d’acides gras saturés permet d’excréter du glutamate (Duperray et al., 1992 ; Takinami et al., 1965 ;
Takinami et al, 1968). Une diminution des phospholipides cellulaires d’environ 50 % et
P’augmentation du rapport acides gras saturés / insaturés ont été observées suivant ’ajout du
tensioactif (Huchenq ei al., 1984). Récemment, ii a ét¢ montré que ’ajout de tensioactif réprime
I’expression d’un géne drsR codant pour une protéine qui peut &tre une sous-unité du complexe
participant a la synthése des acides gras, ce qui provoque par la suite la modification de la synthése

do nhaonhalinidac (K imumrn of "1 100(\ TTtilinamt tn maldloaan A~

de phesphelipides (Mimura Utilisant la mélasse de betierave dans e milicu de culture,
P’ajout de la polyéthylénegiycol stéaraie, polyéthylenegiycol paimitate, ou laurylamine permet
d’obtenir un titre de glutamate entre 80 et 100 g/l en fin de fermentation (Marquet et al., 1986). Une
production de 80 g/l de glutamate a également été atteinte en utilisant du polyoxyéthylénesorbitane
mono palmitate comme tensioactif et en augmentant la température de culture de 34 4 38°C

(Goergen et al., 1997).
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1.1.2.4. Choc de température
Un choc de température entraine une modification de la composition de la membrane chez C.
glutamicum par activation de la biosynthése des acides gras saturés et inactivation de la biosynthése
des acides gras insaturés (Gourdon, 1999 ; Kawaguchi et al., 1979 ; Stuible et al., 1996 ; Stuible et
al., 1997). Récemment, un mutant sensible a la température a été obtenu par P'inactivation du géne
Its4, dont le rBle reste encore inconnu (Hirasawa et al, 2000; Hirasawa et al., 2001).
L’agrandissement de la taille cellulaire de ce mutant a été observé lors de ce choc de température
(Hirasawa et al., 2001). Ceci suggére que la température affecte le réseau  d’arabinogalactane-
peptidoglycane qui détermine la morphologie cellulaire. Chez E. coli, I’augmentation de la
température entraine une augmentation de la fluidité membranaire (Mejia et al., 1999), mais aucune
donnée n’est disponible concernant la modification de la fluidité chez C. glutamicum aprés le choc
de température. Un titre de 20 4 85 g/l de glutamate a été produit par I'utilisation de ce procédé et

d’un milieu riche en biotine (Delaunay et al., 1999a ; Momose et al., 1978 ; Sun et al., 1989).

I.1.2.5. Limitation de la synthése des acides gras ou phospholipides

Le glutamate peut &tre produit en utilisant un mutant auxotrophe pour ’acide oléique dans un milieu
riche en biotine quand I’acide oléique dans le milieu devient limitant (Kanzaki et al., 1967 ; Kitano
et al., 1972). Une concentration de 100 g/l a été atteinte avec du glucose comme source carbonée
(Miescher et al., 1975). L’ajout de cérulenine permet de produire du glutamate car la cérulenine
inhibe I’activité de I’enzyme de condensation nécessaire pour la synthése d’acides gras (Funabashi
et al., 1989; Hoischen et Kramer, 1990). Récemment, il a été montré que I’inhibition totale de
Pexpression du géne disR, codant probablement une sous-unité du complexe responsable de la
synthése des acides gras, permetiait de produire du glutamate (Kimura et al., 1999). Basé sur ce
concept, Nampoothiri et al. (2002) ont modifié des voies dé biosynthése des phospholipides de C.
glutamicum : les mutants obtenus montrent des sensibilités différentes vis-a-vis des agents

inducteurs de la production de glutamate comparé 4 la souche parentale.
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1.1.2.6. Ajout d’anesthésique local

L’excrétion d’acide glutamique peut également étre obtenue par I'ajout d’anesthésique local
(tétracaine) dans un milieu de culture riche en biotine. Aucun effet n’a été mis en évidence sur la

modification en phospholipides membranaires des cellules (Lambert et al., 1995).
1.1.3. Paramétres importants de la fermentation glutamique
1.1.3.1. Température

La température optimale de culture se situe entre 28 et 38°C pour la phase de croissance et la phase
d’excrétion pour la plupart des souches productrices de glutamate (Crueger et Crueger, 1984 ;
Kinoshita et Nakayama, 1978). Cependant, I’augmentation de la température a 40°C pendant la
phase de production de glutamate permet d’avoir un meilleur blocage de la croissance et de
maintenir I’excrétion d’acide glutamique (Delaunay et al., 2002 ; Goergen et al., 1997).
1.13.2. pH

La valeur optimale du pH du milieu de culture lors de la croissance et la phase de production de
glutamate se situe entre 7 et 8 (Kinoshita et Nakayama, 1978). L’ajout d’ammoniaque ou d’urée
permet de corriger le pH et supplémenter la culture en source d’azote pendant la phase de

production de glutamate.
1.1.3.3. Oxygene

L’oxygene représente un €lément essentiel lors des procédés aérobies. La limitation en oxygeéne
pendant la croissance provoque I’accumulation de lactate, de succinate et d’acétate (Dominguez et
al., 1993). Pendant la phase de production de glutamate, la limitation en oxygéne chez C.
glutamicum provoque une perte du rendement de conversion de glucose en glutamate en produisant
du lactate et succinate (Crueger et Crueger, 1984 ; Kinoshita et Nakayama, 1978). Par contre, trop

d’oxygéne provoque également une perte de ce rendement en produisant de ’a-cétoglutarate

10
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(Crueger et Crueger, 1984 ; Kinoshita et Nakayama, 1978) : I’intervalle optimum pour la production

de glutamate se situe entre 0,007 et 7 mg/1 (Hirose et Okada, 1979).
L.1.3.4. Compeosition du milieu
¢ Glycine bétaine

La glycine bétaine est un composé présent en grande quantité dans la mélasse de betterave utilisée
pour la production industrielle de glutamate. Elle joue un role osmoprotecteur pour les bactéries
cultivées sur des milieux a forte pression osmotique. En effet, en présence de pressions osmotiques

élevées, les cellules accumulent cet osmoprotecteur (Kawahara et al., 1990).
e Pression osmotique

Les mélasses de betterave utilisées pour la production du glutamate par C. glutamicum présentent
une forte concentration en sels. Lors de la fermentation, [’alimentation en mélasse, la synthése du
glutamate et ’accumulation des ions ammonium utilisés pour régler le pH contribuent &
I’augmentation de la pression osmotique. Il a ét¢ montré que la pression osmotique avait un impact
négatif sur la production de glutamate (Lapujade, 2000). Cependant, une valeur de pression
osmotique de 1,2 osmol/kg au début de la phase de production de glutamate est nécessaire pour

atteindre la production optimale de glutamate (Debay, 1997 ; Goergen et al., 1997).
¢ Chélateur de fer

Les corynebacteries. nécessitent un chélateur de fer afin de transporter & I'intérieur des cellules les
ions ferriques nécessaires a la croissance. Ce composant peut étre remplacé par le produit dégradé
du glucose par autoclavage (Nakayama et al., 1964), I’ajout de citrate (Von der Osten et al., 1989b)

ou par I'ajout de certains hydroxyphénols comme le catéchol et le protocatéchuate (Liebl et al,

1989).

11
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L.1.4. Production de glutamate en fermentation continue

Depuis la découverte de bactéries capables d’excréter 'acide glutamique, le procédé de production
de glutamate par voie fermentaire a été fortement étudié. Comparé avec la fermentation discontinue
ou semi-continue, la fermentation continue présente 1’avantage de stabiliser 1’environnement
cellulaire, d’éviter ’effet inhibition par substrat et de choisir la vitesse de croissance optimale pour
la production. C’est un outil de choix pour étudier la physiologie cellulaire car elle permet de
dissocier les parametres environnementaux. A Péchelle industrielle, la fermentation continue est
limitée par la faible concentration cellulaire et donc le faible titre en produit ainsi que par le

probléme de contamination lors de cultures de longue durée.

De nombreuses publications ont contribué 4 la compréhension du métabolisme de C. glutamicum
pendant la croissance et la production de lysine et phénylalanine (Blichs et al., 1988 ; Choi et Tribe,
1982 ; Cocaign-Bousquet et al., 1996 ; Coello et al., 2001 ; Coello et al.,, 1992a; Coello et al.,
1992b ; Guillouet et Engasser, 1996 ; Hirao et al., 1989 ; Kelle et al., 1996 ; Kiss et Stephanopoulos,
1992a ; Kiss et Stephanopoulos, 1992b ; Oh et Sernetz, 1993 ; Zhao et Lin, 2001 ; Zhao et Lin,
2002 ). Ces études ont dont permis de déterminer des valeurs du taux de croissance pour iesqueis

une production maximale en acide aminé a été mesurée.

Toutefois, en raison des difficultés & contrler la croissance cellulaire en méme temps que la
production de glutamate, la production de glutamate en fermentation continue a trés peu été réalisée.
Cependant, Ueda (1972) a mis au point la production de glutamate en fermentation continue multi-
étagée. La croissance cellulaire a été réalisée dans un premier réacteur et I’excrétion de glutamate a
¢té induite dans les fermenteurs suivants par une limitation de biotine ou 1’ajout de pénicilline. Ce
procédé perme
dilution de 0,05 ™" sur milieu limité en biotine et moins de 30 h sur milieu riche en biotine en

présence de pénicilline.

Récemment, la production de glutamate par ajout du surfactant (tween 40) en fermentation continue
utilisant un seul réacteur a été proposée. En alimentant le fermenteur en milieu riche permettant de

maintenir une croissance pendant la phase de production, une productivité de 5 4 8,3 g/L.h avec une
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concentration de glutamate de 95 4 175 g/l et un rendement de conversion de glucose en glutamate
de 55% ont été obtenus apres 100 h de culture (Yoshioka et al., 1999). Mais aucun état stationnaire

n’a été obtenu pendant ces expériences.

Par ailleurs, lorsque la croissance cellulaire est arrétée pendant la phase de production de glutamate,
la production continue de glutamate peut &tre réalisée par recyclage cellulaire ou cellules
immobilisées (Amin et al., 1993 ;Ishizaki et al.,, 1993 ; Nampoothiri et Pandey, 1998). Une
productivité¢ de 6,2 g/l.h, une concentration de glutamate de 58,5 g/l et un rendement de conversion

de 74,6 % ont été obtenus en fermentation continue avec cellules immobilisée (Amin et al., 1993).

1.2. Métabolisme central des corynébactéries

1.2.1. Entrée des sucres

Deux moyens d’entrée des sucres ont été mis en évidence chez B. flavum et C. glutamicum : entrée
par le systéme phosphotransférasique (PTS) et entrée par le systtme perméase (SP) (Mori et Shiio,
1987) (figure 1-2). Plusieurs PTS permettent d’assimiler différents sucres en consommant une
molécule de phosphoénolpyruvate; cette réaction génére du sucre-phosphate et du pyruvate.
Certains SP telles que la glucose perméase et la maltose perméase sont présents, alors que la
fructose perméase est absente (Mori et Shiio, 1987, Sugimoto et Shiio, 1989a). Le SP peut
représenter 15 % du flux total d’entrée des sucres en croissance rapide, mais en faible croissance le
PTS seul peut suffisamment maintenir ’entrée de glucose (Cocaign et al., 1996). Le mutant SP-
négatif se multiplie plus lentement par rapport & la souche parentale. Par contre, le mutant SP-
amplifi¢ ne montre auncune différence de croissance de souche sauvage car la souche sauvage

Ll QD

{Parl activité SP est

A vitéh arlr of ol 2
présente une activité suffisante de la SP (Park et al, 2

nécessaire pour une croissance rapide des bactéries.
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SUCRES GLUCOSE

[ PTS SP

PEP ATP
glucosekinase
PYR ADP
Y v

SUCRE-P GLUCOSE-6P

Figure I-2 : entrées des sucres chez C. glutamicum.

L’entrée de sucre n’est donc pas limitante pendant la croissance. Une production de tréhalose en fin
de production de glutamate a ét¢ mise en évidence en procédé semi-continu (Delaunay et al. 1999).
Ceci est du principalement & 1’accumulation intracellulaire du glucose-6-phosphate qui signifie que

la rentrée de glucose ne semble pas limitante pendant la phase de production.

1.2.2. Glycolyse

Les enzymes de la glycolyse ont été mises en évidence chez B. flavum et C. glutamicum (Shiio et al.,
1959 ; Dominguez et al., 1998). Elles sont responsables de la synthése de précurseurs a des voies
d'anabolisme des acides aminés, I’ ATP et de NADH. Les enzymes de ces voies sont présentées dans

la figure I-3.

De nombreuse d'études ont été réalisées afin de déterminer la répartition du flux carboné entre la
voie de la glycolyse et la voie des hexoses monophosphates pendant la croissance et la production
de glutamate. Pendant la croissance des corynébactéries, le flux de glucose-6-phosphate vers la
glycolyse est d'environ 50 %, le reste passant par la glycolyse (Dominguez et al., 1998 ; Gourdon,
199y ; Koilin et al., 1995 ; Sonntag et al., 1995 ; Wendisch, et al.,, 2000). Cependant, le tlux de
glucose-6-phosphate vers la glycolyse augmente rapidement lorsque les cellules sont en conditions
de production de glutamate (Gourdon, 1999 ; Sonntag et al., 1995). Cette modification peut &tre
expliquée par la diminution du besoin en NADPH, érythrose-4-phosphate et ribose-5-phosphate

nécessaire pour la synthése des acides aminés aromatiques et des nucléotides, conséquence d’une

croissance ralentie pendant la phase de production de glutamate. En revanche, une proportion élevée

14
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du flux carboné est dirigée vers la voie de I'hexose monophosphate pendant la production de lysine,

car la synthése de la lysine nécessite également une quantité importante de NADPH.

Glucose-6P
GPI
Fructose- 6P

ATP : r
ADP FBPase

Fructose-1,6-biP

1 FBPA
Dihydroxyacétone-P €—————p  Glycéraldéhyde-3-P
TPI NAD ﬁ/} Pi
NADH . GAP-DH
1,3-biphosphoglycérate
ADP
o1 rax
ATP
3-phosphoglycérate
PGM
2-phosphoglycérate
i E
Phosphoenolpyruvate

PYRK E( PEPS

Pyr'uvateATP

Figure I-3 : voies de glycolyse chez C. glutamicum : glucose-6-phosphate isomérase (GPI), fructose
biphosphatase (FBPase), 6- phosphofructokinase (PFK), fructose-1,6-biphosphate aldolase (FBPA),
triose phosphate isomérase (TPI), glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (G4P-DH),

3-phosphoglycérate kinase (PGK), phosphoglycérate mutase (PGM), énolase (
pyruvate kinase (PYRK) PEP synthétase (PEPS).

La glucose-6-phosphate isomérase (GPI), qui catalyse de fagon réversible la transformation du
glucose-6-phosphate en fructose-6-phosphate, a été partiellement purifiée et caractérisée chez B.
flavum (Sugimoto et Shiio, 1989b). Elle présente un Km de 1,4 mM pour le glucose-6-phosphate et
de 0,54 mM pour le fructose-6-phosphate. Elle est inhibée par l’erythrose-4-phosphate. La 6-
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phosphofructose kinase (PFK), qui catalyse de fagon irréversible la transformation du fructose-1,6-
biphosphate a partir de fructose-6-phosphate, possede un Km de 2,4 mM et de 0,15 mM pour
respectivement le fructose-6-phosphate et I’ATP chez B. flavum. Elle est inhibée par ADP (Ki =
0,45 mM) (Sugimoto et Shiio, 1989a). La fructose biphosphatase (FBPase) qui catalyse la réaction
irréversible inverse de la PFK, a été partiellement purifiée (Shiio et al., 1990 ; Sugimoto et Shiio,
1989b). Elle est inhibée par ’AMP. Le geéne de la fructose-1,6-biphosphate aldolase (FBPA) de C.
glutamicum a été séquencé (Von der Osten et al., 1989a), il présente une forte homologie avec la

FBPA d’E. coli.

La triose phosphate isomérase (TPI), 3-phosphoglycérate kinase (PGK) et la glycéraldéhyde-3-
phosphate déshydrogénase (GAP-DH) sont regroupées dans le méme cluster de génes que la
phosphoénolpyruvate carboxylase (Eikmanns, 1992). Aucune étude approfondie n'a été réalisée pour
évaluer le niveau nécessaire pendant la production de glutamate. La GAP-DH est trés sensible au
rapport du NADH/NAD ou la concentration de NADH (Dominguez et al.,, 1998). A partir d’une
concentration de 0,5 mM de NADH et 1 mM de NAD [’activité de la. GAP-DH est . totalement
inhibée. 11 est possible que cette enzyme joue un role clé en régulant les voies de la glycolyse chez
C. glutamicum. Aucune étude sur la phosphoglycérate mutase (PGM) ou I’énolase n'a été effectuce.
Le géne de la pyruvate kinase (PYRK) a été cloné et caractérisé chez C. glutamicum. Cette enzyme
posséde un Km de 0,07 mM et 1,2 mM pour I’ADP et le PEP respectivement (Gubler et al., 1994a ;
Jetten et al., 1994a). Elle peut également utiliser le GDP ou I’'IDP comme accepteur de phosphate,
avec un Km de 0,25 mM et 0,12 mM respectivement. Elle est activée par I’AMP et le PEP, mais elle
est inhibée par I’ATP et le Pi. La PEP synthétase (PEPS) permet de synthétiser du PEP a partir de
pyruvate. Elle présente un Km de 0,4 mM pour P ATP (Jetten et al., 1994b). Elle est inhibée par le
PEP avec un Ki de 3 mM. Une forte augmentation de la synthese de cette enzyme est observée

lorsque.ie laciate est utilisé comme source de carbone.
1.2.3. Voies des pentoses phosphates

La voie des pentoses phosphates a été mise en évidence chez B. flavum (Shiio et al., 1960) (figure I-

4). Cette voie permet de synthétiser des précurseurs (NADPH, ribose-5-phosphate, erythrose-4-
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phosphate, fructose-6-phosphate, glycéraldéhyde-3-phosphate et CO;) nécessaires 4 la synthése de

Ihistidine, des lipides, des acides nucléiques et acides aminés aromatiques.

La glucose-6-phosphate déshydrogénase (GPDH) et la 6-phosphogluconate déshydrogénase
(PGDH) ont ét¢ caractérisées chez B. flavum (Sugimoto et Shiio, 1987a et 1987b). La GPDH
posséde un Km de 0,14 mM pour le glucose-6-phosphate et de 0,024 mM pour le NADP. Pour la
PGDH, les Km sont de 0,045 mM et de 0,036 mM pour le 6-phosphogluconate et le NADP
respectivement. La GPDH est inhibée par le NADPH, , I’oxaloacétate et le F-1,6-BP, tandis que la
PGDH est inhibée par le NADPH, I’erythrose-4-phosphate, le ribose-5-phosphate, le
glycéraldéhyde-3-phosphate, 1’oxaloacétate, le F-1,6-BP et I’ATP. L’inhibition de ces enzymes par
le NADPH peut étre trés importante car le Ki est de 0,025 mM (Moritz et al., 2000). Cette inhibition

indique que la voie des pentoses phosphates est controiée par le métabolisme carboné central.

NADP

NADPH H,0
Glucose-6-P Mp@l’-gluconolactone L—> 6-P-gluconate
! 2 , KNADP :
3 NADPH

6
Fructose-6-P « 7 l\ o,
Erytrose-4-P Ribulose-5-P
7 A 4
G-3-P \
'X Sedoheptulose-7-P 514
6

- AP
nmUUbC'.S'r

Figure I-4 : voies des pentoses phosphates chez C. glutamicum. Glucose-6P déshydrogénase (1),
lactonase (2), 6-phosphogluconate déshydrogénase (3), ribose-5P isomérase (4), ribose-5P

épimérase (5), transacétolase (6) et transadolase (7).
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L’activité de la transcétolase a été étudiée par Sugimoto et Shiio, (1989a). Aucun inhibiteur de cette
activité enzymatique n’a ¢té mis en évidence. Le mutant déficient de cette enzyme a besoin d’acides
aminés aromatiques et de vitamines pour croitre sur un milieu avec glucose, ce qui semble indiquer

qu’il y a une seule transcétolase chez C. glutamicum (Ikeda et Okamoto, 1998 ; Ikeda et al., 1999).

Pendant la production de glutamate, la croissance est fortement inhibée. Ceci suggére que la
consommation du NADPH chute également si bien que I’accumulation probable de NADPH va
inhiber la GPDH et la PGDH, car la constante d’inhibition est trés faible (Ki = 0,025 mM) (Moritz
et al., 2000). Cette hypothése est confirmée par le résultat de Gourdon, (1999) qui a observé une
augmentation du flux carboné vers la glycolyse et une diminution du fiux carboné dans la voie des
pentoses phosphates au cours de la phase de production de glutamate par C. glutamicum 2262. Au
contraire, lors de la fermentation de lysine, le NADPH fortement consommé pour la synthése de la
lysine, est synthétisé par la voie des pentoses phosphates pour maintenir le niveau intracellulaire en

NADPH (Sonntag et al., 1995).
1.2.4. Voies anaplérotiques chez C. glutamicum

Les voies anaplérotiques sont trés nombreuses chez les corynébactéries : la phosphoénolpyruvate
carboxylase, la pyruvate carboxylase, I’enzyme malique, la phosphoénolpyruvate carboxykinase,
I’oxaloacétate décarboxylase et le shunt glyoxylique. Les voies anaplérotiques permettent soit
d’alimenter le cycle de Krebs avec [’oxaloacétate, soit d’apporter le pyruvate ou le

phosphoénolpyruvate pendant la néoglucogenese (figure I-5).
La PEPC est une enzyme qui catalyse la conversion irréversible du phosphoénolpyruvate en

au cycle de Krebs. Les caractéristiques cinétiques de cefte enzyme ont été caractérisées pour

plusieurs souches (tableau I-1).
Chez C. glutamicum cette enzyme est activée par 1’acétyl-CoA, le fructose 1,6-biphosphate et les

ions divalents Mn* et Mg2+. Le pH optimum de cette enzyme est entre 7,2 et 8 (Mori et Shiio,

1985a et 1985b). L’acétyl-CoA et le fructose 1,6-biphosphate activent la PEPC en diminuant le Km
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pour le PEP (Jetten et al., 1994b). Elle est inhibée par des intermédiaires du cycle de Krebs tel que le
citrate, Pisocitrate, le succinate le fumarate et le malate (Ozaki et Shiio, 1969). La valeur de la
constante d’inhibition par I'aspartate est entre 0,044 et 1,5 mM selon le degré de la purification, et
de 4,7 mM pour 'a-cétoglutarate (Jetten et al., 1994a ; Mori et Shiio, 1985a, Mori et Shiio, 1985b).
Ces deux derniers effecteurs exercent une inhibition synergique sur la PEPC (Mori et Shiio, 1985b).
L’aspartate et le glutamate répriment la PEPC (Shiio et Ujigawa, 1978). Chez C. glutamicum,
I’élimination de la PEPC n’affecte pas la production de la lysine (Peters-Wendisch et al., 1993), et
son amplification n’augmente pas la production de glutamate (Delaunay, 1999). Ceci suggére donc

que cette enzyme présente un role mineur pour approvisionner le cycle de Krebs (Delaunay, 1999).

!

e PEP

I

Pyruvate

v

Acétyl-CoA

Isocitrate

g " Glyoxylate
A\ L -

T— Succinate «

Figure 1-5 : voies anaplérotiques chez C. glutamicum : (= P ) milieu de glucose et (- % ) milieu de
lactate ou d’acétate. PEPC : phosphoénolpyruvate carboxylase, PEPK : phosphoénolpyruvate
carboxykinase, PC : pyruvate carboxylase, EM : enzyme malique, 04DC : oxaloacétate

décarboxylase, ICL : isocitrate lyase, MS : malate synthase.
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La phosphoénolpyruvate carboxykinase (PEPK) catalyse la conversion réversible du PEP en
oxaloacétate. Elle posseéde des Km de 0,7 mM, 0,4 mM, 12 mM, 1 mM, 0,5 mM pour le PEP, I'IDP,
le KHCO;, I'oxaloacétate et 'ITP respectivement (Jetten et Sinskey, 1993 ; Jetten et Sinskey,
1994b). L’étude cinétique de la PEPK purifiée chez C. glutamicum montre que son activité présente
un pH optimum de 6,6 et qu’elle n’utilise pas de ’ADP comme co-substrat. Elle est dépendante de
la présence en Mg”". Cette enzyme est fortement inhibée par I’ATP (60 % d’inhibition avec 1 mM
d’ATP) (Jetten et Sinskey, 1993 ; Jetten et al., 1994b). Un mutant amplifié pour la PEPK produit
moins de glutamate lors du procédé utilisant du tensioactif, tandis que le mutant déficient pour cette
activité produit plus de glutamate comparé avec la souche parentale (Riedel et al., 2001). Ces

résultats permettent d’identifier le rle de la PEPK comme une enzyme de la néoglucogenése.

PEPC chez C. glutamicum | C. glutamicum |  B. flavum B. lactofermentum
AS 019 2262 ATCC 14067 ATCC 13869
Vmax (U/mg de 0,28 0,137 0,54 0,62
protéine)
Km (PEP) (mM) 3 29 32 3,3
Km (PEP) (mM) 0,7 % 9  ## 1 * 0,6 *
Ki (aspartate) (mM) 1 * 1,4  ** 1,5 ® 0,7 ¥

Tableau I-1 : parametres cinétiques de la PEPC (Jetten et al., 1994b ; Adam, 1997).
*  en présence 0,2 mM de I"acétyl-CoA.
** en présence 0,1 mM de I’acétyl-CoA.

La PC est une enzyme catalysant la conversion irréversible du pyruvate en oxaloacétate avec
fixation d’un CO; et libération d’un Pi. La biotine est nécessaire pour que la pyruvate carboxylase
fonctionne. La réaction commence par une fixation du CO, sur la biotine qui est liée de fagon
covaienie & la pyruvaic carpoxyiase en uiilisant un ATP, le CU; est ensuite transtéré au pyruvate
pour former I’oxaloacétate (Attwood, 1995). Cette enzyme a ét€ mise en évidence pendant la
production de lysine et de glutamate chez B. lactofermentum et C. glutamicum (Tosaka et al., 1979 ;
Peters-Wendisch et al., 1997 ; Peters-Wendisch et al., 2001 ; Uy et al., 1999). Elle posséde des Km
de 1,3 mM et de 0,2 mM pour le pyruvate et ’ATP. Le pH optimum de la PC est de 7,3. L’activité
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de cette enzyme est dépendante des ions Mg*. Cette enzyme est inhibée par 'ADP, PAMP, I'ITP et
I’acétyl-CoA ‘avec des constantes d’inhibition de 2,6 mM,; 0,75 mM, 15 mM et 0,11 mM
respectivement. (Peters-Wendisch et al., 1997). Chez C. glutamicum, 1’inactivation de la PC et de la
PEPC élimine la croissance sur un milieu avec du glucose comme seule source carbonée (Peters-
Wendisch et al, 1998). Ceci montre que la PEPC et la PC sont les seules enzymes anaplérotiques
fonctionnelles pour approvisionner le cycle de Krebs pendaﬁt la croissance sur ce milieu. Un mutant
amplifié pour la PC présente la méme capacité de production du glutamate (Guillouet et al., 1998).
Par contre, en absence de cette enzyme la production de glutamate diminue (Delaunay et al, 1999b).
Ceci suggére que la PC est I'enzyme anaplérotique majoritaire chez C. glutamicum. En effet, la
PEPC ne joue un role important que pendant les premiéres heures de la phase de production de

glutamate (Delaunay, 1999).

L’EM catalyse la décarboxylation réversible du malate en pyruvate avec une libération d’un
coenzyme réduit NADP. Le géne de I'EM a été cloné et caractérisé chez C. glutamicum (Gourdon,
1999). Cette enzyme présente des Km de 3,2 mM, 0,08 mM, 14 mM et 0,06 mM pour le malate, le
NADP, le pyruvate et le NADPH respectivement. Elle est activée par des ions K* et NH,". Le pH
optimum de cetie enzyme est de 7,8. L’EM est une enzyme fonctionneile dans Ie sens de la
néoglucogenése, elle permet d’apporter aux celiules du NADPH. Pendant la production de
glutamate, 1’activité de cette enzyme chute avec la diminution de la voie des pentoses phosphates

(Gourdon, 1999 ; Delaunay, 1999).

L’OADC est responsable de la décarboxylation irréversible de I’oxaloacétate en pyruvate. L’activité
de "OADC chez C. glutamicum est activée par la présence d’IDP et de Mg® ou de Mn®" (Jetten et
al., 1994b). Elle posseéde un Km de 2 mM pour I’oxaloacétate. Elle est inhibée par I’ADP et le CoA

. . e ,
avec un Kide 2 mM et de 1 mM respectivement. L’implication de PODHC dans le m

C. glutamicum reste inconnue.
Le shunt glyoxylique permet de remplir le cycle du Krebs avec des molécules a 4 atomes de carbone
a partir d’acétyl-CoA grace a I’isocitrate lyase (ICL) et la malate synthase (MS) (figure I-5). L'ICL

est dépendante de la présence d’ions divalents Mg?, Mn*" ou Co*". Chez B. Savum, elle est

fortement inhibée par de nombreux intermédiaires du cycle de Krebs dont le glyoxylate,
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I’oxaloacétate, le malate, ’a-cétoglutarate, le succinate, le PEP, le. F-1,6-bi-phosphate, le 3-
phosphoglycérate et le 6-phosphogluconate (Ozaki et Shiio, 1968 ; Reinscheid et al., 1994). Sur
milieu contenant de I’acétate, les activités ICL et MS sont fortement exprimées. Elles sont régulées
au niveau de leur synthése par ’acétyl-CoA ou ses dérivés (Wendisch et al., 1997). L’isocitrate
lyase est complétement réprimée lors de cultures de C. glutamicum ou B. lactofermentum contenant

du glucose (Gubler ct al., 1994b).
1.2.5. Complexe pyruvate déshydrogénase

La pyruvate déshydrogénase (PDH), catalysant la production d'acétyl-CoA 2 partir du pyruvate, est
un complexe de trois enzymes : la pyruvate déshydrogénase (E1), la dihydrolipoamide acétyl
transférase (E2) et la dihydrolipoamide déshydrogénase (E3) (figure I-6). Une séquence du géne
présente des fortes homologies avec la séquence du géne de la dihydrolipoamide acétyl transférase

(E2) d’autres microorganismes ; elle a été cloné chez B. lactofermentum (Usuda et al., 1996).

Pyruvate CO;

TPP El Hydroxyéthyl-TPP

6-S-Acétyl Lipoamide

dihydrolipoamide E2
FADH NAD
CoA
E3
Acétyl-CoA Dihydrolipoamide \ X
FAD NADH

Fionre I-6 * comnlexe de nvmvate déshvdraoédnase  nvmivate déshvdracénace (F1)
rigure -4 AR G PUARVERG ORI UIOgenAsC . PO Yae GO )/aiRetn=so =2,

dihydrolipoamide acéty! transférase (£2) et lipoamide déshydrogénase (E3).

Ce geéne comporte également des fortes homologies avec la séquence du geéne de I’a-cétoglutarate
déshydrogénase et la dihydrolipoamide-succinyl transférase d’autres microorganismes. Ce géne

pourrait donc coder une protéine qui présente plusieurs activités catalytiques. La dihydrolipoamide
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déshydrogénase est unec enzyme participant & la formation. du complexe de I’o-cétoglutarate
déshydrogénase et pourrait intervenir- dans le transfert-des électrons du NADH, dans'la chaine
respiratoire chez C. glutamicum (Schwinde et al., 2001). L’activité de la PDH est activée par la
présence d’une faible concentration de MgCl,, elle est inhibée de fagon compétitive par le pyruvate
et par le B-fluoropyruvate (Ozaki et Shiiq, 1983 ; Tosaka et al., 1978 ; Vallino et Stephanopoulos,
1994). Chez Enterococcus faecalis, la PDH est inhibée par le rapport NADH/NAD (Snoep et al.,
1990). Ceci suggere qu’elle présente un role régulateur du niveau de NADH. La PDH chez C.
glutamicum est postulée comme enzyme limitante pour la croissancé sur lactate et sur glucose
pendant la croissance rapide de C. glutamicum (Cocaign-Bousquet et al., 1993 ; Cocaign-Bousquet
et Lindley, 1995; Cocaign-Bousquet et al., 1996). Pendant la phase de production, l'amplification de
I"activité de cette enzyme chez C. glutamicum permet d'améliorer-le rendement de conversion de

glucose en glutamate (Kanno et al., 2000).
1.2.6. Enzymes du cycle de Krebs

Les enzymes du cycle de Krebs catalysent la formation de précurse{lrs du glutamate comme
Poxaloacétate et 1’o-cétoglutarate, facteur énergétique (I’ ATP) et cofacteurs (le NADH, le FADH et
NADPH) et de' CO,. Les enzymes du cycle de Krebs de C. glutamicum sont présentées dans la
figure I-7.

La citrate synthase catalyse la condensation de ’oxaloacétate et de I’acétyl-CoA en citrate. Elle a été
purifiée chez B. flavum (Shiio et al.,, 1977). Elle posséde des Km de 3,9 pM et 54 pM pour
Poxaloacétate et P’acétyl-CoA respectivement. Elle est inhibée par ' ATP, le cis-aconitate, le citrate ..

et I’isocitrate. Cette enzyme est également réprimée par le glutamate (Shiio et Ujigawa, 1978).
L’aconitate hydratase catalyse la réaction réversible du citrate en isocitrate. Cefte enzyme n’est pas
réprimée par le glutamate chez B. flavum (Shiio et Ujigawa, 1978). Elle est proposée comme

enzyme clé du cycle de Krebs car une faible activité a été mesurée chez B. flavum (Ruklish et al.,

1987).
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L’isocitrate déshydrogénase catalyse irréversiblement la décarboxylation de ’isocitrate en formant
de Vo-cétoglutarate, du CO; et du NADPH: Elle posséde des-Km de 23 pM et 24 pM pour
I’isocitrate et le NADP. Le géne de cette enzyme a été cloné et séquencé chez C. glutamicum
(Eikmanns et al., 1995) et I’enzyme a été purifiée chez C. glutamicum (Bai et al., 1999). Cette
enzyme est 1égérement inhibée par 1’oxaloacétate, ’a-cétoglutarate et le citrate. Elle est également
inhibée de fagon concertée par I’a-cétoglutarate et le glyoxylate (Shiio et Ozaki, 1968). L activité de
cette enzyme augmente progressivement pendant la phase de production de glutamate en

fermentation semi-continue (Gourdon et Lindley, 1999).

Acétyl-CoA CoA
H,0
- oxaloacétate cs citrate
ubiquinone-H, H,0
ubiguinone - MDH
malate cis-aconitate
4 AH
F
H,O H,0
fumarate isocitrate
SDH ICDH NADP
FADH
NADPH
FAD © O\ oA
succinate p; opac  O-cétoghutarate  CO:
j\ g S
CoA  w succinvl-CoA X NAD
ATP / +
ADP CO, NADH

Figure I-7 : cycle de Krebs. CS : citrate synthase, AH : aconitate hydratase, ICDH : isocitrate
déshydrogénase, ODHC : a-cétoglutarate déshydrogénase, STK : succinate thiokinase,

SDH : succinate déshydrogénase, F : fumarase, MDH : malate déshydrogénase.
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L’a-cétoglutarate déshydrogénase (ODHC) catalyse la décarboxylation irréversible de I'a-
cétoglutarate en succinyl-CoA avec libération d’une molécule de NADH. Cette enzyme, purifiée
chez B. flavum (Shiio et Ujigawa, 1980), se compose d’un complexe de trois enzymes: I'a-
cétoglutarate déshydrogénase (El), la dihydrolipoamide-succiny! ~transférase (E2) et la

dihydrolipoamide déshydrogénase (E3) (figure I-8).

Chez B. lactofermentum, un géne possédant de fortes homologies de séquence avec des génes
codant pour "activité a-cétoglutarate déshydrogénase E1 a été cloné (Usuda et al., 1996). Du cdté 5’
de ce géne, des séquences de forte homologie avec la dihydrolipoamide-succinyl transférase (E2) et
la dihydrolipoamide-acétyl transférase de la pyruvate déshydrogénase ont été observées. Ceci
suggére donc que ce géne code pour une protéine bi-fonctionnelle E1 et E2. Or la dihydrolipoamide
déshydrogénase E3 transfere des électrons du NADH vers la chaine respiratoire (Schwinde et al.,
2001). Elle nécessite du glycérol pour étre active. Le pH optimum de cette enzyme se situe entre 7,7
et 7,8. Elle posséde des Km de 80 pM, 86 uM et 61 uM pour P'a-cétoglutarate, ie NAD et le CoA
respectivement. Elle est activée par I’acétyl-CoA et fortement inhibée par le cis-aconitate, le
succinyl-CoA, le NADPH, le NADH, le pyruvate et I’oxaloacétate. La synthése de cette enzyme est

activée par la présence de glutamate dans le milieu de culture.

a-cétoglutarate CO,

TPP El 3-carboxy-1-hydroxy
"\_/ propyl-TPP
rel ™~~~

Succinyl " Lipoamide

E

dihydrolipoamide
\ L, FADH _ NAD

- N B3

Succinyl-CoA Dihydrolipoamide
FAD NADH
Figure I-8 : complexe d’a-cétoglutarate déshydrogénase (ODHC) : a-cétoglutarate déshydrogénase

(E1), dihydrolipoamide succinyl transférase (E2) et lipoamide déshydrogénase (E3).
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Le géne de I'a-cétoglutarate déshydrogénase a été cloné et séquencé chez C. glutamicum (Asakura
et al., 1999). L’ODHC est considérée comme enzyme clé pour la production de glutamate car les
mutants ayant une activité ODHC trés faible ou absente, produisent plus de glutamate comparé aux
souches parentales (Asakura et al.,, 1999 ; Nakazawa et al.,, 1996). Au contraire, un mutant dont
I’activité ODHC est absente, montre la méme productivité de glutamate (Shiio et al.,, 1982).
Récemment, une forte diminution de I’activité ODHC a été observée pendant la phase de production
de glutamate utilisant le procédé de limitation biotine, avec ajout de tensioactif ou de pénicilline ou
lors de I'utilisation d’un mutant dzsR négatif (Kawahara et al., 1997 ; Kimura et al., 19@\8 ; Kimura
et al., 1999). Comme la production de glutamate est liée 4 la modification de la membrahe, cette
enzyme est donc supposée régulée par des métabolites lipidiques (Kimura et al., 1998 ; Kimura et

al., 1999).

La malate déshydrogénase chez C. glutamicum est une enzyme membranaire, elle n’utilise pas le
NAD comme accepteur d’électron, pour la formation d’oxaloacétate & partir de malate. Elle oxyde le
. malate en donnant des électrons & I’'ubiquinone ou & d’autres accepteurs artificiels (Molenaar et al.,

1998).
1.2.7. Voie de biosynthése du glutamate

Pour la plupart des bactéries, le glutamate est synthétisé par deux voies métaboliques différentes :
soit par la glutamate déshydrogénase (GDH), soit la glutamine synthétase (GS) couplée avec la
glutamate synthase (glutamine amide o-cétoglutarate amino transférase GOGAT). Ces trois
enzymes ont &té mises en évidence et partiellement caractérisées chez C. glutamicum, B. flavum et
C. callunae (Ertan, 1992 ; Oshima et al.,, 1964 ; Shiio et Ujigawa 1978 ; Sung et al. 1984 ;

Vandecasteele et al., 1975 ) {figure 1-9),

La glutamate déshydrogénase (GDH) catalyse la réaction réversible de la synthése de glutamate, de
NADP et d’eau & partir d’a-cétoglutarate, de NADPH et d’ammonium. Le glutamate réprime et
inhibe la glutamate déshydrogénase dans la réaction de la formation de glutamate, or le NADP
inhibe légérement I’enzyme (Ertan, 1992 ; Shiio et Ozaki, 1970 ; Shiio et Ujigawa, 1978). L’o~

cétoglutarate et ’ammonium inhibent la réaction inverse de la glutamate déshydrogénasse (Ertan,
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1992 ; Shiio et Ozaki, 1970). Aucune modification du niveau de GDH n’a été observée, lors des
cultures de C. glutamicum sur des milieux avec concentrations des différentes en ammonium (Tesch

et al., 1998).

NADPH + NH4 NADP + H;0

o- cetoglutarate Glutamate

ADP +Pi+H Glutamine,
NADPH
G,

S GOGAT
Glutamate NADP

Glutamate

Figure I-9 : voies de biosynthése du glutamate. GDH : glutamate déshydrogénase,

GS : glutamine synthétase, GOGAT : glutamine amide a-cétoglutarate amino transférase.

La glutamine synthétase et la glutamate synthase (GS/GOGAT) catalysent également la réaction de
formation du giutamate. La giutamate synthétase (GS) catalyse la synthese réversible de glutamine a
partir de glutamate, d’ammonium et d’ATP. La GS est inhibée par la glycine, I’alanine, la sérine,
I’aspartate, PADP et ’AMP (Sung et al., 1984). La glutamate synthase (GOGAT) catalyse la
synthése de deux molécules de glutamate 4 partir d’'une molécule de glutamine, d’une molécule d’a-
cétoglutarate et d’une molécule de NADPH. La GOGAT n’est pas inhibée par le glutamate, mais
elle est légérement inhibée par le NADP (Ertan, 1992). Une diminution de la synthese de la
GS/GOGAT a été mise en évidence chez C. glutamicum lorsque la concentration d’ammonium
augmente dans le milieu de culture (Schulz et al., 2001 ; Tesch et al., 1998). En conséquence, en
fermentation glutamique en présence de forte concentration en ions NH,", Pactivité GDH est

Pactivité majoritairement responsable de la synthése de glutamate.

Deux mutants de la GDH ont été construits & partir de C. glutamicum. Un mutant de C. glutamicum
amplifié pour Ja GDH et un mutant sans GDH ont ét¢ cultivés sur milieu avec glucose. Le niveau de
glutamate intracellulaire a fortement augmenté chez le mutant GDH amplifié et diminué chez le

mutant sans GDH pendant les phases de croissance et de production de glutamate. Aucune
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modification significative de la croissance et de la production de glutamate n’a été observée chez ces
mutants sur le milieu avec peu d’ions NH," (Bérmann-el Kholy et al., 1993 ; Lapujade, 2000). Ces
résultats suggerent que la GS/GOGAT seule puisse restaurer le niveau de glutamate intracellulaire
suffisant pour la croissance et la production de glutamate en absence de la GDH. En revanche, la
croissance du mutant sans GDH est fortement réduite lorsque la culture est réalisée dans un milieu
ayant une forte concentration en sel d’ammonium, car la GS/GOGAT est réprimée par ce sel (Tesch
et al.,, 1998). Récemment, I’étude des flux carboné par RNM montre que 72 % du glutamate est
synthétisé 4 I'aide de la GDH et 28 % avec la GS/GOGAT chez C. glutamicum ATCC-13032
(Tesch et al., 1999). Or le mutant de C. glutamicum dont la GS/GOGAT a été inactivée, produit la

méme quantité de glutamate que la souche parentale (Becker et al., 2001).

En conclusion, 1’écoulement du flux carboné a partir du glucose-6-phosphate vers la glycolyse ou la
voie des pentoses phosphates est trés régulé par les besoins en NADPH. La production de lysine
nécessite une grande quantité de NADPH, c’est pourquoi les cellules utilisent de fagon importante la
voie des pentoses phosphates tout au long de la fermentation. En revanche, cette voie diminue
fortement pendant la phase de production de glutamate. Or la surproduction de NADH par la
glycolyse et par le cycle de Krebs est contréiée par I'inhibition de la glycéraldéhyde-3P-
déshydrogénase. L’accumulation de métabolites intracellulaires de la glycolyse pendant la phase de
production est probablement causée par la limitation des enzymes permettant le passage de la
glycolyse vers le cycle de Krebs. Les voies anaplérotiques sont considérées actuellement non-
limitantes car I’amplification des principales enzymes de ces voies ne permet pas une amélioration
de la production de glutamate. Le passage du pyruvate vers I'acétyl-CoA par la pyruvate
déshydrogénase semble limitant pendant la production de glutamate, mais aucun niveau de cette
enzyme n’est disponible pendant la fermentation glutamique. Au niveau du cycle de Krebs, I'a-
céioglutarate déshydrogénase semble éire fortement réguiée lors de la fermentation glutamique

puisque son niveau chute trés fortement pendant la phase de production.
1.2.8. Respiration chez C. glutamicum

Les corynébactéries sont classées dans le groupe des bactéries anaérobies facultatives qui sont

capables d’effectuer des oxydations terminales indifféremment en aérobiose ou anaérobiose. La
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chaine respiratoire permet de transférer des électrons des éléments oxydables a I’accepteur final tel
que Poxygéne et de synthétiser de I’énergie sous forme d’ATP dans la membrane cytoplasmique
(figure I-10). Les éléments combustibles chez C. glutamicum sont le NADH, le NADPH, le lactate,
le succinate et le malate (Molenaar et al., 1998 ; Niebisch et Bott, 2001). Lorsque "oxygéne est
limitant chez C. glutamicum des électrons sont éliminés en anaérobiose en accumulant du lactate, du

succinate et de I’acétate (Dominguez et al., 1993).

milieu
extérieur

chaine
respiratoire

ATPase

ADP + Pi

NADH

NADPH membrane
succinate cytoplasme cytoplasmique
lactate

Figure I-10 : Schéma simplifi¢ du couplage entre transfert d’électron et formation d’ATP.

La chaine respiratoire de C. glutamicum consiste en des activités déshydrogénases, la ménaquinone
et des cytochromes avec des spectres qui correspondent aux cytochromes a, b, ¢, et d (Hertz, 1998 ;

Shvinka et al., 1979 ; Trutko et al., 1982).

O,
NADPH X .
Lactate l————> Meénaquinone ____y, Cytochrome bd S H,0

Déshydrogénases A

v 0,

v

NADH f——p Ménaquinone —— Cytochrome bc; —p Cytochrome aasL_’ .0

Succinate

Déshydrogénases
Figure I-11 : chaine respiratoire chez C. glutamicum (Matsushita et al., 1998).
Deux chaines alternatives existent chez C. glutamicum : la premiere chaine dont le cytochrome aas

est en position terminale est sensible au cyanide, tandis que la seconde dont le cytochrome bd se

trouve en fin de chaine est résistante au cyanide (Matsushita et al., 1998) (figure I-11).

29



Chapitre I : Synthése bibliographigue

1.3. Modification de ’enveloppe cellulaire et excrétion de glutamate
1.3.1. Membrane de C. glutamicum
1.3.1.1. Structure de I’enveloppe cellulaire

L’analyse par microscope électronique de ’enveloppe cellulaire de C. glutamicum (Kinoshita,
1985 ; Marienfeld et al., 1997 ; Puech et al., 2001 ; Richter et al., 1985) montre 4 couches
principales, de P’intérieur a ’extérieur : la couche de phospholipides, la couche de peptidoglycane-
arabinogalactane, la couche des acides mycoliques et la couche de polysaccharides (figure 1-12)

(Eggeling et Sahm, 2001).

e La couche des phospholipides
Cette couche membranaire cytoplasmique permet aux bactéries de faire fonctionner des activités
enzymatiques en milieu d’hydrophobe ainsi que de transporteur des solutés de I’extérieur vers
I’intérieur ou de I’intérieur vers I"'intérieur (Chami et al., 1997 ; Hermann et al., 2000 ; Marienfeld et
al., 1997 ; Puech et al., 2001).

e La couche du peptidoglycane-arabinogalactane
Cette couche permet aux bactéries de renforcer la structure de la membrane et d’avoir une
morphologie cellulaire particuliere (Kijima et al., 1998 ; Wijayarathna et al., 2001). Cette couche est
attachée avec la membrane cytoplasmique de fagon covalente par [’intermédiaire de
lipoarabinogalacianes ei glycérophospholipides (Parish et al., 1997).

e La couche des acides mycoliques

Cette couche est une particularité du genre Mycobactéries et Corynébactéries (Kinoshita, 1985 ;

Minikin et al., 1978). La résistance aux antibiotiques de Mycobacterium tuberculosis, M. leprae et
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M. bovis, due a I'imperméabilité de la couche d’acides mycoliques, cause de gros problémes de

santé publique (Liu et al., 1996 ; Minnikin et al., 2002).

.

Polysaccharides

AR

Acides
mycoliques
32nm
Arabinogalactane-

peptidoglycane

Membrane
cytoplasmique

T T

Figure I-12 : enveloppe cellulaire de C. glutamicum.

Cette couche permet également aux bactéries de résister au traitement du lysozyme, a la sonication
relativement puissante et aux chocs mécaniques comme un vortex (Kinoshita, 1985). 10 % des
acides mycoliques sont attachées par une liaison covalente avec I’arabinogalactane-peptidoglycane
en formant des structures mycolyl-arabinogalactane-peptidoglycanes (Eggeling et Sahm, 2001 ;

Puech et al., 2001 ; Shimakata et Minatogawa, 2000).
© La couche des polysaccharides

Cette couche contient des polysaccharides neutres qui présentent 10 — 20% d’arabinose, 20 - 25 %

de mannose et 50 ~ 70% de glucose (Puech et al., 2001).
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1.3.1.2. Synthése de ’enveloppe cellulaire

e Acides gras
Les acides gras synthétisés a partir de 1’acétyl-CoA sont utilisés pour la synthése des phospholipides
et des acides mycoliques (figure I-13).
Acétyl-CoA
l Acétyl-CoA carboxylase

Malonyl-CoA

AT-ER-DH-MT-ACP-KR-KAS AT-ER-MT-ACP-KR-KAS
(FAS-I-A) (FAS-I-B)
Oléate Palmitate
stéarate

Figure I-13 : acétyl transacylase (4T), enol réductase (ER), déshydratase (DH), protéine de
porteur acyl (acyl carrier protein 4CP), malonyl transacylase (MT), cétoacyl synthase

(K4S) et cétoacyl réductase (KR).

La premiére enzyme, acétyl-CoA carboxylase, est une protéine biotinillée {Jager et al.,, 1996). Or
Une géne, disR, présente de fortes homologies avec la propionyl-CoA carboxylase qui participe a la
synthése des acides gras, a été clonée chez B. flavum (Kimura et al., 1996 ; Kimura et al., 1998 ;
Kimura et al., 1999). Les acides gras constituant les phospholipides sont principalement I’acide
palmitique et I’acide oléique (90% des acides gras totaux) tandis que les acides gras mineurs sont
P’acide stéarique, I’acide myristique, I’acide octodécanoique et I’acide octodécadienoique (Gourdon,

1999 ; Minikin et al., 1978 ; Otsuka et Shiio, 1968).

Deux complexes d’acide gras synthase (FAS-I et FAS-II) ont été identifiés chez les corynébactéries.

insaturés, contient 2 protéines FAS-I-A et

o
]

8
4
=
]

FAS-I-B chez B. ammoniagenes (Stuible et al., 1996 ; Stuible et al., 1997), tandis que le systéme
FAS-II (AT, ER, ACP, KR et KAS) catalyse la synth¢se des acides mycoliques a partir des acides
gras (Barry III et al., 1998 ; Eggeling et Sahm, 2001). Le systtme FAS-I-A, catalyse la synthése de
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I’oléate et du stéarate, tandis que FAS-I-B catalyse la synthése du palmitate uniquement. /n viro, le
mélange de ces enzymes synthétise plus d’oléate et moins de palmitate & basse température, alors
que la synthése de palmitate est augmentée 4 température élevée (Kawaguchi et al., 1979). Ceci
suggére une régulation du systéme FAS-I-A et FAS-I-B en réponse au choc thermique.

¢ Phospholipides

Les phospholipides sont synthétisés & partir du glycérol et des acides gras (figure I-14).

Dihydroxyacétone phosphate

GPDH Palmitate
Oléate
Glycérol-3P Stéarate
B vl
phosphatidate
l DGS
Inositol diacylglycérol
PGPS
phosphatidyl phosphatidyl phosphatidyl
inositol glycerol-P sérine
phosphatidyl phosphatidyl phosphatidyl
inositol-mannoside glycerol éthanolamine
CLS
cardiolipin

Figure I-14 : voies de biosynthése des phospholipides. GLPDH : glycéroi-3P déshydrogénase,
AGPAT : acylglycérol-3P-acyltransférase, DGS : diacylglycérol synthase, PGPS : phosphatidyl

glycérophosphate synthase, CLS cadiolipin synthase.
Les phospholipides des Corynébactéries sont ’acide phosphatidyl, le phosphatidylglycérol, le

diphosphatidylglycérol, le phosphatidyinositol et le phosphatidy! innosito! mannoside (Hoischen et
Kramer, 1990 ; Minikin et al., 1978).
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Le phosphatidyglycérol représente 70 — 80% des phospholipides (Shibukawa et al., 1970). Le
phosphatidyl inositol, précurseur du phosphatidilinositol mannoside, représente environ 5% des
lipides totaux (Hoischen et Kramer, 1990). Le phosphatidyinositol mannoside est attaché de fagon
covalente avec I’arabinomannane et le lipoarabinomannane chez M. wberculosis (Hunter et al.,

1986 ; Hunter et al., 1990).

Ceci permet de mieux renforcer la membrane de ces bactéries. Certaines voies de biosynthése des
phospholipides .chez. C. glutamicum sont étudiées, alors que la modification de I’expression des
génes GPDH, AGPAI, DGS, PGPS ou CLS provoque des modifications de la synthése des
phospholipides qui provoque ensuite la modification de Ia sensibilité vis a vis de la température et

du surfactant dans une optique de production de glutamate (Nampoothiri et al., 2002).
¢ Arabinogalactane-peptidoglycane

Chez C. glutamicum, l'arabinogalactane-peptidoglycane est une grande macromolécule qui se
compose d'arabinogalactane, peptidoglycane, lipomannane et lipoarabinomannane. Elle se forme
comme squelette de C. glutamicum lorsque les autres substances cellulaires ont été séparées par une
extraction avec le solvant organique. La structure de l'arabinogalactane-peptidoglycane a été étudiée
chez M. tuberculosis (Eggeling et Sahm, 2001 ; Lederer et al., 1975). Le peptidoglycane consiste en
peptides de L-alanyl-D-isoglutaminyl-meso-dipinopimelyl-D-alanine qui forme la liaison amide
avec le groupe carboxyle du meso-diaminopimélate. Chez C. glutamicum, quand la synthése de
diaminopimélate est réduite, le réseau de peptidoglycane est affaibli. En conséquence, les cellules
s'allongent de 2 & 6 pm (Wehrmann et al., 1998). L'arabinogalactane, ou les acides mycoliques sont
estérifiés, est formé par l'arabinose et le galactane. Le lipomannane et le lipoarabinomannane sont
dispersés.dans la chaine mycolyi-arabinogalactane-peptidoglycane ¢t sont partiellement liés-avec le

mannoside phosphatidyinnositol (Nikaido et al., 1993).

La biosynthése compléte d'arabinogalactane-peptidoglycane reste encore & étudier. Récemment,
certains génes impliqués dans la biosynthése d'arabinogalactane-peptidoglycane ont été identifiés,
clonés et caractérisés. Le géne du murl (D-glutamate racémase) permet de synthétiser le D-

glutamate & partir du L-glutamate (Malathi et al, 1999). Le géne du murl (UDP-N-
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acétylmuramate:L-alanine ligase) implique dans la synthése du pepﬁdoglycane (Wachi et al., 1999).
L'alr (D-alanine racémase) permet de synthétiser de 1a D-alanine & partir de L-alanine. Le mutant de
C. glutamicum alr négatif peut excréter du glutamate lorsque les cellules sont cultivées dans le
milieu avec glucose en limitation de D-alanine (Eggeling et al., 2001). Le géne murE (UDP-N-
acetylmuramoyl-l-alanine-D-glutamate:meso-diaminopimélate ligase) est également impliqué dans
la synthése d'arabinogalactane-peptidoglycane (Wijayarathna et al., 2001). Le géne fis/ (septum
peptidoglycane synthétase) code pour une protéine contenant des séquences qui peuvent fixer la
pénicilline (Wijayarathna et al., 2001); P’ajout de pénicilline inactive probablement I’activité

enzymatique, permet d'excréter le glutamate et fait gonfler les cellules (Shibukawa et al., 1968).
e Acides mycoliques

Les acides mycoliques sont synthétisés & partir des acides gras. La chaine s'allonge sur les acides

gras avec la condensation du malonyl-CoA (Barry IIT et al;, 1998). .

32:0 3451 B4:1

Figure 1-15 : acides mycoﬁqhes présents chez C. glutamicum : chaine

de 32 et 34 carbones.

Chez M. tuberculosis, 1a longueur de la chaine carbonée peut atteindre 90 carbones. Les chaines plus
courtes (22 & 38 unités) ont ¢été identifiées chez C. glutamicum et la plupart ont une chaine carbonée

de 34 et 36 unités (figure I-15) (Jang et al., 1997).
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Le systéme de la synthese d'acides mycoliques est FAS-II. Ce systéme est composé de 5 enzymes
principales : ER (énol réductase), AT (acétyltransacylase), KR (cétoacy! réductase), KAS (cétoacyl
synthase) et ACP (protéine de porteur acyl) (Barry II et al., 1998). Parmi les acides mycoliques
synthétisés, certains sont estérifiés avec du tréhalose phosphate pour former de I'o,' tréhalose

monomycolate et de ’a,o tréhalodimycolate (Shimakata et Minatogawa, 2000 ; Eggeling et Sahm,

2001).
1.3.2. Excrétion des acides aminés chez C. glutamicum
1.3.2.1. Systéme d'export des acides aminés
Le systéme d'export et d’import des acides aminés est différent chez les différentes cellules étudiées.

Nous alions donc aborder ici uniquement 'excrétion des acides aminés par C. glutamicum. De

nombreux systémes d'excrétion d’acides aminés ont été identifiés ces derniéres années (figure 1-16)

(Kriimer, 1994).

Systeme de )
transport Mécanisme  Force motrice Reversibilité
L Simple S Gradient chimique .
Diffusion Par pore 4—-H— g (soluté neutre) Oui
Uniport S Somme des gradients
Transport < slectri et chimi i
secondaire  Symport : é( clee rl((liues | t,l 1ques - Oui
Antipore x: ¢S solutes
Transport S Energie libre de la
primaire ATP— réaction chimique Non
ADP X
i

Figure I-16 : mécanisme de transport des acides aminés.
Les acides aminés sont excréiés par la diffusion simple ou/et par un transporteur spécifique (Brer et

Krimer, 1991a ; Demain et Bimbaum 1968; Krimer, 1994). L'activation de l'excrétion par diffusion

est dépendante du gradient de la concentration entre les compartiments intérieur et extérieur de la
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cellule, les propriétés physico-chimiques du soluté telles que la taille, I'hydrophobicité et la charge
aussi que des propriétés de la membrane (la composition et-la fluidité). Dans le cas de.transport
actif, une source d’énergie (ATP, force protomotrice) est nécessaire et ce d’autant plus que le soluté

est chargé.

Afin d’activer I’excrétion d’une molécule, il peut étre préalablement nécessaire d’augmenter sa
concentration a Dintérieur des cellules. Ceci peut &tre réalisé par génie métabolique, par
augmentation des voies de biosynthése, par I’altération du systeme de régulation et par Parrét ou
I’atténuation des voies de dégradation de la molécule. Une autre possibilité consiste & limiter la
croissance cellulaire de fagon a favoriser P'utilisation de la source carbonée pour la synthése de la

molécule et non pour la croissance.

11 est, des fois, nécessaire de modifier la propriété de la membrane pour que le soluté puisse la
traverser. Cette modification peut concerner les propriétés physico-chimiques de la membrane, la

force protomotrice au travers de cette membrane et le transporteur s'il existe.

Certains acides aminés sont excrétés par un transporteur qui nécessite de iénergie. Ceci permet aux
cellules d’excréter cet acide aminé contre le gradient de concentration. Dans ces conditions, il est

nécessaire d'augmenter la capacité de biosynthése de I'énergie.
¢ Excrétion de la lysine et des acides aminés basiques

L'existence d’un systéme de tranrspoxf spécifique de la Iysine a ét¢ mise en évidence pour la premiére
fois chez C. glutamicum par 1’équipe de Krimer (Broer et Kramer, 1991a ; Broer et Kriamer, 1991b).
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. Depuis lors, Ie |

transporteur, [ysE, a une taille der 