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INTRODUCTION 

Le glutamate est utilisé depuis longtemps par les Asiatiques pour renforcer le goût 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 Hakim 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 production 

et/ou la souche productrice. Au cours des vingt dernières années les recherches menées ont 

permis d'améliorer la production pour arriver à ce jour à des titres en glutamate d'environ 100 

g/1. Ces recherches, qui ont porté sur la génération de souches génétiquement modifiées par 

mutagenèse aléatoire, ont permis d'obtenir des souches adaptées au procédé utilisé et à 

l'utilisation de matières premières de faible coût 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 l'identification des cibles potentiellement limitantes pour la 

production. D'où l'intérêt 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 

Çorynebaçteiiwn glutamicum. 2262 .chez-!aqut:l!e-!'excrétion cleglutamateestinduite·parune 

augmentation de la température du milieu de culture. Ce procédé présente des potentialités très 

intéressantes-puisquedes-mélassespeu-coûteuses-peuventêtreutîltsées-commernafièrepremiêre,­

contrairement au procédé d'excrétion induit par une limit>ttion en bi0ti!!e. P:!!" :!il!eurs, :::;·cc cc 

procédé la purification du produit final est plus simple que celle des procédés utilisant des 

tensioactifs ou des antibiotiques pour provoquer l'excrétion du glutamate. Les études cinétiques 

et physiologiques menées sur cette souche en cultures discontinues et semi-continues ont pennis 

de caractériser les phases successives de croissance cellulaire et d'excrétion de glutamate. 



L'objectif général de notre étude est de mieux comprendre Je comportement cinétique, la 

physiologie et Je 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 synthèse d'autres métabolites tels que Je lactate et 

Je tréhalose. 

Différents modes 
de culture: 

-Continu 

Variation des conditions 
de culture: 

-Température de culture 

Effet de l'ajout 
d'acide gras: 
- Acide palmitique 

- Semi-continu - Taux de dilution - Acide oléique 
- Discontinu -Milieu de culture 

Corynebacterium 
glutamicum 2262 

en croissance 

Mesures macroscopiques : 

- Consommation de glucose 

-Biomasse 

- Production de glutamate 

+: 
Corynebacterium 

glutamicum 2262 en 
production de glutamate 

Mesures microscopiques : 

- Gluta:nate intracellulaire 

- Activités enzymatiques (PEPC, 

PDH, ICDH, GDH et ODHC). 

- Production de co-produits 1 1 - Potentiel membranaire 

(lactate, tréhalose) - Fluidité de 1 'enveloppe cellulaire 

j l -~e~~irat~~n. . 

'----------/ "'--- - 1 a111e cellUlaire _/ 

t 
Analyse 

macrocinétiqne 

t 
Analyse métabolique 

et physiologique 

t 
Analyse de 

l'enveloppe cellulaire 

Figure 1 : démarche expérimentale suivie au cours de ce travail. 
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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 l'élévation 

de température ? 

• 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 biosynthèse de glutamate et l'enveloppe 

cellulaire de C. glutamicum. 

La deuxième 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 l'enveloppe cellulaire. 

Le troisième chapitre présente l'étude cinétique de Corynebacterium glutamicum 2262 en culture 

continue à différentes températures. Le comportement cinétique et physiologique de cette 

bactérie en culture continu_e estcomparé avec<;eluiidentifié eJ1ctllturesemi-continue. 

_Qan_~_l~ çba:pitr~- IV, JlQ_~s_ç_aractéxis_erons le mé_tahûlisrne_de_ c_ette__bactérie __ pendanLles-phase&-de 

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 a-cétoglutarate déshydrogénase ; un lien entre Je niveau de ces enzymes et le contenu 

intracellulaire de glutamate, ainsi qu'avec la production des autres métabolites majoritaires sera 

établi. 
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Le dernier chapitre est consacré à l'étude de l'effet des acides gras sur le comportement macro­

cinétique de cette bactérie pendant la croissance et la production de glutamate afin d'évaluer 

l'effet de la température sur le métabolisme des acides gras. L'étude de l'évolution de la fluidité 

de la paroi cellulaire sera aussi décrite. 
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Chapitre 1: Synthèse bibliographique 

CHAPITRE 1 : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE 

1.1. Fermentation glutamique 

1.1.1. Historique et importance industrielle de la fermentation glutamique 

1.1.1.1. Historique de la production de glutamate 

Depuis la découverte de la propriété de renforcement du goût 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 l'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 

Haklco Kogyo, Asahi Chemical, Takeda et Tanabe Seiyaku, la société coréenne Cheiljedang, la 

société américaine Stauîfer Chemical et la société franco-belge ORSAN-Amylum (Burkovski et 

Kramer, 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 à maturité avec un taux de croissance annuel de 4 à 5 %. 

glutamate 

Les Corynébactéries sont classées dans l'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, l'acétate, le méthanol, l'éthanol, le glucose, le 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 jlavum, 

Brevibacterium lactofermentum et Brevibacterium divaricatum. Les différences entre les génomes 

de ces bactéries pouvant être considérées comme minimes, il a été proposé par certains auteurs de 

les réunir dans une seule et même espèce C. glutamicum (Liebl et al., 1991). La membrane externe 

de C. glutamicum contient des acides mycoliques qui servent de barrière contre des agents externes 

aux cellules (Collins et al., 1982; Marienfeld et al, 1997; Eggeling et Sahm, 2001). 

1.1.1.4. 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 

goût et est considéré par les Japonais comme étant à l'origine d'un 5ième goût : le goût UMAMI. En 

Europe, la dose journalière admissible est de 0 - 120 mg 1 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. 

1.1.2. 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 à la synthèse de l'acide glutamique ne peut pas 

être ajoutée en début de cuiture car eiie provoquerait à ia fois une inhibition de la pmduction par 

excès 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 synthèse de la biomasse. Puis, et 

parce que l'acide glutamique n'est pas produit spontanément par les cellules, une contrainte est 

appliquée aux cellules de façon à leur faire excréter du glutamate (figure I-1 ). 
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Glutamate 

10 1S " 
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 : 

1.1.2.1. Limitation en biotine 

Chez C. glutamicum la biotine intervient dans la synthèse des enzymes acétyl-CoA carboxylase et 

pyruvate carboxylase (Jliger et al., 1996). La limitation en biotine pendant la fermentation 

glutamique provoque une réduction de la synthèse des phospholipides et une augmentation du 

rapport acides gras saturés 1 insaturés. Cette modification métabolique a donc été proposée pour 

permettre un basculement de la croissance vers la production de glutamate (Clément et al., 1984 ; 

Clément et Lanéelle, 1986 ; Demain et Bimbaum, 1968; Shibuk.awa et Ohsawa, 1966). La 

limitation en biotine provoqüe également üne inhibition de l'activité 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 

J.lg/1 (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/1 (Bona et Moser, 1997; Das et 

al., 1995; Kanzaki et al., 1967; Hoischen et al., 1989; Tanaka et al., !960; Takinami et al., 1966). 

Ce procédé est limité par les matières premières contenant une concentration élevée en biotine 
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comme les mélasses de canne ou de betterave. Pour réduire la teneur en biotine du milieu de culture, 

Je mélange de ces mélasses avec des hydrolysais de maïs peut être 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 l'enveloppe de C. glutamicum en empêchant la synthèse 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 matières premières riches en biotine 

(Sommerson et Philips, 1962). Des titres de glutamate en fin de fermentation de 20 à 40 g/1 ont été 

obtenus parC. 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/1 de 

glutamate et de 75 g/1 de lysine ont pu être produits simultanément en fermentation semi-continue 

(Shiratsuchi et al., 1 995). 

1.1.2.3. Ajout de tensioactif 

Dans un milieu riche en biotine, l'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 

l'augmentation du rapport acides gras saturés 1 insaturés ont été observées suivant l'ajout du 

tensioactif(Huchenq et al., 1984). Récemment, il a été montré que l'ajout de tensioactif réprime 

l'expression d'un gène dtsR codant pour une protéine qui peut être une sous-unité du complexe 

participant à la synthèse des acides gras, ce qui provoque par la suite la modification de la synthèse 

l'ajout de la polyéthylèneglycol stéarate, polyéthylèneglycol palmitate, ou laurylamine permet 

d'obtenir un titre de glutamate entre 80 et 100 g/1 en fin de fermentation (Marquet et al., !986). Une 

production de 80 g/1 de glutamate a également été atteinte en utilisant du polyoxyéthylènesorbitane 

mono palmitate comme tensioactif et en augmentant la température de culture de 34 à 38°C 

(Goergen et al., 1997). 
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1.1.2.4. Choc de température 

Un choc de température entraîne une modification de la composition de la membrane chez C. 

glutamicum par activation de la biosynthèse des acides gras saturés et inactivation de la biosynthèse 

des acides gras insaturés (Gourdon, 1999; Kawaguchi et al., 1979; Stuible et al., 1996; Stuible et 

al., 1997). Récemment, un mutant sensible à la température a été obtenu par l'inactivation du gène 

ltsA, dont le rôle 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 suggère que la température affecte le réseau d'arabinogalactane­

peptidoglycane qui détermine la morphologie cellulaire. Chez E. coli, l'augmentation de la 

température entraîne 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 après le choc 

de température. Un titre de 20 à 85 g/1 de glutamate a été produit par l'utilisation de ce procédé et 

d'un milieu riche en biotine (Delaunay et al., l999a ; Momose et al., 1978 ; Sun et al., 1989). 

1.1.2.5. Limitation de la synthèse des acides gras ou phospholipides 

Le glutamate peut être produit en utilisant un mutant auxotrophe pour l'acide oléique dans un milieu 

riche en biotine quand l'acide oléique dans le milieu devient limitant (Kanzaki et al., 1967; Kitano 

et al., 1972). Une concentration de 100 g/1 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 l'activité de l'enzyme de condensation nécessaire pour la synthèse d'acides gras (Funabashi 

et al., 1989; Hoischen et Kramer, 1990). Récemment, il a été montré que l'inhibition totale de 

l'expression du gène dtsR, codant probablement une sous-unité du complexe responsable de la 

synthèse des acides gras, permeiiait de produire du glutamate (Kimura et ai., 1999). Basé sur ce 

concept, Nampoothiri et al. (2002) ont modifié des voies de biosynthèse des phospholipides de C. 

glutamicum : les mutants obtenus montrent des sensibilités différentes vis-à-vis des agents 

inducteurs de la production de glutamate comparé à la souche parentale. 
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1.1.2.6. Ajout d'anesthésique local 

L'excrétion d'acide glutamique peut également être obtenue par l'ajout d'anesthésique local 

(tétracaïne) 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. Paramètres 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, l'augmentation de la température à 40°C pendant la 

phase de production de glutamate permet d'avoir un meilleur blocage de la croissance et de 

maintenir l'excrétion d'acide glutamique (Delaunay et al., 2002; Goergen et al., 1997). 

i.i.3.2. 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. Oxygène 

L'oxygène représente un élément essentiel lors des procédés aérobies. La limitation en oxygène 

pendant la croissance provoque l'accumulation de lactate, de succinate et d'acétate (Dominguez et 

al., 1993). Pendant la phase de production de glutamate, la limitation en oxygène 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'oxygène provoque également une perte de ce rendement en produisant de l'a-cétoglutarate 
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(Crueger et Crueger, 1984; Kinoshita et Nakayama, 1978): l'intervalle optimum pour la production 

de glutamate se situe entre 0,007 et 7 mg/! (Hirose et Okada, 1979). 

1.1.3.4. Composition 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 rôle osmoprotecteur pour les bactéries 

cultivées sur des milieux à forte pression osmotique. En effet, en présence de pressions osmotiques 

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

• 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, l'alimentation en mélasse, la synthèse du 

glutamate et i'accumuîation des ions ammonium utilisés pour régler le pH contribuent à 

l'augmentation de la pression osmotique. Il a été 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). 

• Cbélateur de fer 

Les wrynebacteries nécessitent un chéiaieur de fer afin de transporter à l'intérieur des cellules les 

ions ferriques nécessaires à la croissance. Ce composant peut être remplacé par le produit dégradé 

du glucose par autoclavage (Nakayama et al., 1964), l'ajout de citrate (Von der Osten et al., 1989b) 

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

1989). 
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1.1.4. Production de glutamate en fermentation continue 

Depuis la découverte de bactéries capables d'excréter l'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 l'avantage de stabiliser l'environnement 

cellulaire, d'éviter l'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 paramètres environnementaux. A l'échelle industrielle, la fermentation continue est 

limitée par la faible concentration cellulaire et donc le faible titre en produit ainsi que par le 

problème de contamination lors de cultures de longue durée. 

De nombreuses publications ont contribué à la compréhension du métabolisme de C. glutamicum 

pendant la croissance et la production de lysine et phénylalanine (Büchs 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 Semetz, 1993; Zhao et Lin, 2001; Zhao et Lin, 

2002 ). Ces études ont dont permis de déterminer des valeurs du taux de croissance pour lesquels 

une production maximale en acide aminé a été mesurée. 

Toutefois, en raison des difficultés à contrôler la croissance cellulaire en même temps que la 

production de glutamate, la production de glutamate en fermentation continue a très 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 l'excrétion de glutamate a 

été induite dans les fermenteurs suivants par une limitation de biotine ou l'ajout de pénicilline. Ce 

pïûcédé permet de maintenir les bactéries productrices de glütrullate pendar1t 90 h avec le taüx de 

dilution de 0,05 h-1 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 à 8,3 g/l.h avec une 
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concentration de glutamate de 95 à 175 g/1 et un rendement de conversion de glucose en glutamate 

de 55% ont été obtenus après 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 arrêtée pendant la phase de production de glutamate, 

la production continue de glutamate peut être 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/1 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. jlavum etC. glutamicum : entrée 

par le système phosphotransférasique (PTS) et entrée par le système perrnéase (SP) (Mori et Shiio, 

1987) (figure I-2). Plusieurs PTS perrnetient d'assimiler différents sucres en consommant une 

molécule de phosphoénolpyruvate ; cette réaction génère du sucre-phosphate et du pyruvate. 

Certains SP telles que la glucose perrnéase et la maltose perrnéase sont présents, alors que la 

fructose perrnéase 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 l'entrée de glucose (Cocaign et al., 1996). Le mutant SP­

négatif se multiplie plus lentement par rapport à la souche parentale. Par contre, le mutant SP­

amplifié ne montre aucune différence de croissance de souche sauvage car la souche sauvage 

présente une activité suffisante de la SP (Park et al., 2000). Ceci signifie que 1' activité SP est 

nécessaire pour une croissance rapide des bactéries. 
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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 été mise en évidence en procédé semi-continu (Delaunay et al. 1999). 

Ceci est du principalement à l'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. jlavum et C. glutamicum (Shiio et al., 

1959; Dominguez et al., 1998). Elles sont responsables de la synthèse de précurseurs à des voies 

d'anabolisme des acides aminés, d' 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, 

IYYY; Koliin et aL, !995; Sonntag et al., l'JY:l; Wendisch, et al., 2UUU). Cependant, le tlux de 

glucose-6-phosphate vers la glycolyse augmente rapidement lorsque les cellules sont en conditions 

de prodüction de glütamate (Goürdon, 1999; Soïuïtag et al., 1995). Cette 1nodification peut être 

expliquée par la di!llinution du besoin en NADPH, érythrose-4-phosphate et ribose-S-phosphate 

nécessaire pour la synthèse des acides aminés aromatiques et des nucléotides, conséquence d'une 

croissance ralentie pendant la phase de production de glutamate. En revanche, une proportion élevée 
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du flux carboné est dirigée vers la voie de l'hexose monophosphate pendant la production de lysine, 

car la synthèse de la lysine nécessite également une quantité importante de NAD PH. 

PFK 

Glucose-6P 

: GPI 

Fructose-6P 
A TP -._.j t~ Pi 
ADP....-+ r FBPase 

Fructose-! ,6-biP 
t FBPA 

"" -.. 
Dihydroxyacétone-P ..,.,.1---------l~~ Glycéraldéhyde-3-P 

TPI NAD~Pi 
NADH....-+ GAP-DH 

1 ,3-biphosphoglycérate ADP:i 
PGK 

ATP 
3-phosphoglycérate 

: PGM 

2-phosphoglycérate 

: E 

Phosphoénolpyruvate 
ADP~yADP 

PYRK rl ~ PEPS 

ATP P~vateATP 

Figure I-3: voies de glycolyse chez C. glutamîcum: glucose-6-phosphate isomérase (GPI), fructose 

biphosphatase (FBPase), 6- phosphofructokinase (PFK), fructose-! ,6-biphosphate aldolase (FBPA), 

triose phosphate isomérase (TPI), glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase ( GAP-DH), 

3-phosphoglycérate kinase (PGK), phosphoglycérate mutase (PGI""d), énûlase (E), 

pyruvate kinase (PYRK) et PEP synthétase (PEPS). 

La glucose-6-phosphate isomérase (GPI), qui catalyse de façon réversible la transformation du 

glucose-6-phosphate en fructose-6-phosphate, a été partiellement purifiée et caractérisée chez B. 

jlavum (Sugimoto et Shiio, 1989b). Elle présente un Km de 1,4 mM pour le gluëose-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 façon irréversible la transformation du fructose-1,6-

biphosphate à partir de fructose-6-phosphate, possède un Km de 2,4 mM et de 0,15 mM pour 

respectivement le fructose-6-phosphate et l' ATP chez B. jlavum. Elle est inhibée par l' 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 I'AMP. Le gène 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 même cluster de gènes 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 très 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 l'activité de la GAP-DH est totalement 

inhibée. Il est possible que cette enzyme joue un rôle clé en régulant les voies de la glycolyse chez 

C. glutamicum. Aucune étude sur la phosphoglycérate mutase (PGM) ou l'énolase n'a été effectuée. 

Le gène de la pyruvate kinase (PYRK) a été cloné et caractérisé chez C. glutamicum. Cette enzyme 

possède un Km de 0,07 mM et 1,2 mM pour l'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 l' AMP et le PEP, mais elle 

est inhibée par I'ATP et le Pi. La PEP synthétase (PEPS) permet de synthétiser du PEP à partir de 

pyruvate. Elle présente un Km de 0,4 mM pour I'ATP (Jetten et al., 1994b). Elle est inhibée par le 

PEP avec un Ki de 3 mM. Une forte augmentation de la synthèse de cette enzyme est observée 

lorsque le lactate est utilisé Cûrrune source de carbone. 

1.2.3. Voies des pentoses phosphates 

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

4). Cette voie permet de synthétiser des précurseurs (NADPH, ribose-S-phosphate, erythrose-4-
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phosphate, fructose-6-phosphate, glycéraldéhyde-3-phosphate et C02) nécessaires à la synthèse de 

l'histidine, des lipides, des acides nucléiques et acides aminés aromatiques. 

La glucose-6-phosphate déshydrogénase (GPDH) et la 6-phosphogluconate déshydrogénase 

(PGDH) ont été caractérisées chez B. jlavum (Sugimoto et Shiio, 1987a et 1987b). La GPDH 

possède 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, , l'oxaloacétate et le F-1,6-BP, tandis que la 

PGDH est inhibée par le NADPH, l'erythrose-4-phosphate, le ribose-5-phosphate, le 

glycéraldéhyde-3-phosphate, l'oxaloacétate, le F-1,6-BP et l' ATP. L'inhibition de ces enzymes par 

le NAD PH peut être très importante car le Ki est de 0,025 mM (Moritz et al., 2000). Cette inhibition 

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

NADP 
NADPH H,O 

Glucose-6-P U:. 6-P-gluconolactone L 
1 2 

6 

6-P-gluconate 

1.....--NADP 
3 ~\ NADPH 

Fructose~6-P --==; 

1 

T co, 

Erytrose-4-P ~ Ribulose-5-P 

7 

1 1 
G-3-P ~ x Sedoboptulo.~ 7-P ' ' 

Ri:se-5-P - Xylulte-5-P ..,.,.f-'--'-..c;. 1 1 

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 été mis en évidence. Le mutant déficient de cette enzyme a besoin d'acides 

aminés aromatiques et de vitamines pour croître 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 suggère que la 

consommation du NADPH chute également si bien que l'accumulation probable de NADPH va 

üihiber la GPDH et la PGDH, car la constante d'inhibition est très faible (Ki = 0,025 mM) (Moritz 

et al., 2000). Cette hypothèse est confirmée par le résultat de Gourdon, (1999) qui a observé une 

augmentation du flux carboné vers la glycolyse et une diminution du flux 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 synthèse 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 très nombreuses chez les corynébactéries : la phosphoénolpyruvate 

carboxylase, la pyruvate carboxylase, l'enzyme malique, la phosphoénolpyruvate carboxykinase, 

l'oxaloacétate décarboxylase et le shunt glyoxylique. Les voies anaplérotiques permettent soit 

d'alimenter le cycle de Krebs avec l'oxaloacétate, soit d'apporter le pyruvate ou le 

phosphoénolpyruvate pendant la néoglucogenèse (figure I-5). 

La PEPC est une enzyme qui catalyse la conversion irréversible du phosphoénolpyruvate en 

oxaloacétate avec fixation d'un co2 et libération d'un Pi. Son rôle est de fûüïUÏï de l'ûXâlüacétate 

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

plusieurs souches (tableau I-1 ). 

Chez C. glutamicum cette enzyme est activée par l'acétyi-CoA, le fructose 1,6-biphosphate et les 

ions divalents Mn2
+ 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, l'isocitrate, le succinate le fumarate et le malate (Ozaki et Shiio, 1969). La valeur de la 

constante d'inhibition par l'aspartate est entre 0,044 et 1,5 mM selon le degré de la purification, et 

de 4,7 mM pour l'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 Je glutamate répriment la PEPC (Shiio et Ujigawa, 1978). Chez C. glutamicum, 

l'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 suggère donc 

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

t 
~ PEP 

PEPK PEPC t~ 

k:nc -• Pymt 
ot"ta~~ 

EM 

/ Isocitrate 
Mala te MS .. 

Glyo:ytate ICL ~ 

~. ~· 
"------- Succinate 

Figure I-5 :voies anaplérotiques chez C. glutamicum : (-~)milieu de glucose et ( ) milieu de 

lactate ou d'acétate. PEPC: phosphoénolpyruvate carboxylase, PEPK: phosphoénolpyruvate 

carboxykinase, PC : pyruvate carboxylase, EM : enzyme malique, OADC : 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 possède des Km de 0,7 mM, 0,4 mM, 12 mM, 1 mM, 0,5 mM pour le PEP, I'IDP, 

le KHC03, l'oxaloacétate et I'ITP respectivement (Jetten et Sinskey, 1993; Jetten et Sinskey, 

!994b). 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 l'ADP comme co-substrat. Elle est dépendante de 

la présence en Mgz+. 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 rôle de la PEPK comme une enzyme de la néoglucogenèse. 

PEPC chez C. glutamicum C. glutamicum B.jlavum B. lactofermentum 

AS 019 2262 ATCC 14067 ATCC 13869 

V max (U/mg de 0,28 0,137 0,54 0,62 

protéine) 

Km (PEP) (mM) 3 29 3,2 3,3 

Km (PEP) (mM) 0,7 * 9 ** 1 * 0,6 * 
Ki (aspartate) (mM) 1 * 1,4 ** 1,5 * 0,7 * 

Tableau I-1 :paramètres cinétiques de la PEPC (Jetten et al., 1994b ; Adam, 1997). 

* en présence 0,2 mM de l'acétyl-CoA. 

** en présence 0,1 mM de l' acétyl-CoA. 

La PC est une enzyme catalysant la conversion irréversible du pyruvate en oxaloacétate avec 

fixation d'un COz et libération d'un Pi. La biotine est nécessaire pour que la pyruvate carboxylase 

fonctionne. La réaction commence par une fixation du COz sur la biotine qui est liée de façon 

covaienie à ia pyruvaie carboxylase en miiisant un ATP, îe Cü2 est ensuite transtërè au pyruvate 

pour former l'oxaloacétate (Attwood, 1995). Cette enzyme a été mise en évidence pendant la 

production de lysine et de glutamate chez B. lactûfennentu;n et C. glutamicurn (Tosaka et al., 1979 ; 

Peters-Wendisch et al., 1997; Peters-Wendisch et al., 2001; Uy et al., 1999). Elle possède des Km 

de 1,3 mM et de 0,2 mM pour le pyruvate et I'ATP. Le pH optimum de la PC est de 7,3. L'activité 
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de cette enzyme est dépendante des ions Mg2
+. Cette enzyme est inhibée par l'ADP, l'AMP, l'ITP et 

l'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, l'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 pendant la croissance sur ce milieu. Un mutant 

amplifié pour la PC présente la même 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 suggère que la PC est l'enzyme anaplérotique majoritaire chez C. glutamicum. En effet, la 

PEPC ne joue un rôle important que pendant les premières 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 gène de l'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 cette enzyme est de 7,8. L'EM est une enzyme fonctionneiie dans ie sens de ia 

néoglucogenèse, elle permet d'apporter aux cellules du NADPH. Pendant la production de 

glutamate, l'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 l'oxaloacétate en pyruvate. L'activité 

de l'OADC chez C. glutamicum est activée par la présence d'IDP et de Mg2
+ ou de Mn2

+ (Jetten et 

al., 1994b). Elle possède un Km de 2 mM pour l'oxaloacétate. Elle est inhibée par l'ADP et le CoA 

C. glutamicum reste inconnue. 

Le shunt glyoxylique permet de remplir le cycle du Krebs avec des molécules à 4 atomes de carbone 

à partir d'acétyl-CoA grâce à l'isocitrate lyase (ICL) et la malate synthase (MS) (figure I-5). L'ICL 

est dépendante de la présence d'ions divalents Mg2
+, Mn2

+ ou Co2
+. Chez B. jlavum, elle est 

fortement inhibée par de nombreux intermédiaires du cycle de Krebs dont le glyoxylate, 
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l'oxaloacétate, le malate, l'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 l'acétate, les activités ICL et MS sont fortement exprimées. Elles sont régulées 

au niveau de leur synthèse par l'acétyi-CoA ou ses dérivés (Wendisch et al., 1997). L'isocitrate 

lyase est complètement réprimée lors de cultures de C. glutamicum ou B. lactofermentum contenant 

du glucose (Gubler et al., 1994b). 

1.2.5. Complexe pyruvate déshydrogénase 

La pyruvate déshydrogénase (PDH), catalysant la production d'acétyl-CoA à partir du pyruvate, est 

un complexe de trois enzymes : la pyruvate déshydrogénase (El), la dihydrolipoamide acétyl 

transférase (E2) et la dihydrolipoamide déshydrogénase (E3) (figure I-6). Une séquence du gène 

présente des fortes homologies avec la séquence du gène de la dihydrolipoamide acétyl transférase 

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

Pyruvate 

TPP 

E2 
Lipoamide 6-S-Acétyl 

dihydrolipoamide 

:~cy.~DiliydroHpo~ F:H ::x NAD 

FAD t.JADH 

dihydrolipoamide acétyl transférase (E2) et lipoamide déshydrogénase (E3). 

Ce gène comporte également des fortes homologies avec la séquence du gène de l'a-cétoglutarate 

déshydrogénase et la dihydrolipoamide-succinyl transférase d'autres microorganismes. Ce gène 

pourrait donc coder une protéine qui présente plusieurs activités catalytiques. La dihydrolipoamide 
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déshydrogénase est une enzyme participant à la formation du complexe de l'a-cétoglutarate 

déshydrogénase et pourrait intervenir dans le transfert des électrons du NADH, dans la chaîne 

respiratoire chez C. glutamicum (Schwinde et al., 2001). L'activité de la PDH est activée par la 

présence d'une faible concentration de MgCb, elle est inhibée de façon compétitive par le pyruvate 

et par le ~-fluoropyruvate (Ozaki et Shiio, 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 suggère qu'elle présente un rôle régulateur du niveau de NADH. La PDH chez C. 

glutamicum est postulée comme enzyme limitante pour la croissance 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 

l'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 précurseurs du glutamate comme 

l'oxaloacétate et l'a-cétoglutarate, facteur énergétique (I'ATP) et cofacteurs (le NADH, le FADH et 

NADPH) et de C02• Les enzymes du cycle de Krebs de C. glutamicum sont présentées dans la 

figure I-7. 

La citrate synthase catalyse la condensation de l'oxaloacétate et de l'acétyl-CoA en citrate. Elle a été 

purifiée chez B. jlavum (Shiio et al., 1977). Elle possède des Km de 3,9 JlM et 54 JlM pour 

l'oxaloacétate et l'acétyi-CoA respectivement. Elle est inhibée Nf l' ATP, Je cis~aconitate, Je citrate 

et l'isocitrate. Cette enzyme est également réprimée par le glutamate (Shiio et Ujigawa, 1978). 

L'aconitate hydratase catalyse la réaction réversible du citrate en isocitrate. Cette enzyme n'est pas 

réprimée par le glutamate chez B. jlavum (Shiio et Ujigawa, 1978). Elle est proposée comme 

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

1987). 
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L'isocitrate déshydrogénase catalyse irréversiblement la décarboxylation de l'isocitrate en formant 

de l'a-cétoglutarate, du COz et du NADPH. Elle possède des Km de 23 J.!M et 24 J.!M pour 

l'isocitrate et le NADP. Le gène de cette enzyme a été cloné et séquencé chez C. glutamicum 

(Eikmanns et al., 1995) et l'enzyme a été purifiée chez C. glutamicum (Bai et al., 1999). Cette 

enzyme est légèrement inhibée par l'oxaloacétate, l'a-cétoglutarate et le citrate. Elle est également 

inhibée de façon concertée par l'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). 

b
. . H oxaloacétate 

u tqumone- 2 

"'"';"~' ~fi 
malate 

Acétyl-CoA CoA 

~ n,o 
cs citrat~ ( 

H,O \ 

cis-aconitate 

~H~ 1 
HzO _.-/( F 

AH 

fumarate isocitrate 

i NADP 
FADH SDH JCDH 

NAD PH 
FAD ' '\ 1/ ':4 

succinate Pi STK ODHC a-cétoglutarate COz 
~ / 
·~ CoA\ ~ 

CoA K ~~llf'f'Ïnvl-rnA~ \ ........... ..,.,.TAn - 1 ---------- ---- + ~ ,,,_ 
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 l'a­

cétoglutarate en succinyl-CoA avec libération d'une molécule de NADH. Cette enzyme, purifiée 

chez B. jlavum (Shiio et Ujigawa, 1980), se compose d'un complexe de trois enzymes: l'a­

cétoglutarate déshydrogénase (El), la dihydrolipoamide-succinyl transférase (E2) et la 

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

Chez B. lactofermentum, un gène possédant de fortes homologies de séquence avec des gènes 

codant pour l'activité a.-cétoglutarate déshydrogénase El a été cloné (Usuda et al., 1996). Du côté 5' 

de ce gène, des séquences de forte homologie avec la dihydrolipoamide-succinyl transférase (E2) et 

la dihydrolipoamide-acétyl transférase de la pyruvate déshydrogénase ont été observées. Ceci 

suggère donc que ce gène code pour une protéine bi-fonctionnelle El et E2. Or la dihydrolipoamide 

déshydrogénase E3 transfère des électrons du NADH vers la chaîne respiratoire (Schwinde et al., 

2001). Elle nécessite du glycérol pour être active. Le pH optimum de cette enzyme se situe entre 7,7 

et 7,8. Elle possède des Km de 80 J.lM, 86 J.lM et 61 !-lM pour l'a.-cétoglutarate, le NAD et le CoA 

respectivement. Elle est activée par l' acétyl-CoA et fortement inhibée par le cis-aconitate, le 

succinyl-CoA, le NADPH, le NADH, le pyruvate et l'oxaloacétate. La synthèse de cette enzyme est 

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

a-cétoglutarate >< co2 

TPP El 3-carboxy-1-hydroxy 
~ propyi-TPP 

Succinyl 
E2 

Lipoamide 
dihydrolipoamide +. 

---'\ f-..-+ F ADH NAD 
CoA ~ __}\_ ''y 
Succinyl-CoA Dihydrolipoamide ~ E

3 A 
" ....-
FAD NADH 

Figure I-8 :complexe d'a.-cétoglutarate déshydrogénase (ODHC) : a.-cétoglutarate déshydrogénase 

(El), dihydrolipoamide succinyl transférase (E2) et lipoamide déshydrogénase (E3). 
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Le gène de l'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 très faible ou absente, produisent plus de glutamate comparé aux 

souches parentales (Asakura et al., 1999; Nakazawa et al., 1996). Au contraire, un mutant dont 

l'activité ODHC est absente, montre la même productivité de glutamate (Shiio et al., 1982). 

Récemment, une forte diminution de l'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 
1 

lors de l'utilisation d'un mutant dtsR négatif(Kawahara et al., 1997; Kimura et al., l~W8; Kimura 

et al., 1999). Comme la production de glutamate est liée à la modification de la membrane, 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 à partir de malate. Elle oxyde le 

malate en donnant des électrons à l'ubiquinone ou à d'autres accepteurs artificiels (Mo!enaar et al., 

1998). 

1.2.7. Voie de biosynthèse 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 a-cétoglutarate amino transférase GOGAT). Ces trois 

enzymes ont été 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; 

Vandecastee!e et al., 1975) (tlgure I-9). 

La glutamate déshydrogénase (GDH) catalyse la réaction réversible de la synthèse de glutamate, de 

NADP et d'eau à 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 légèrement l'enzyme (Ertan, 1992; Shiio et Ozaki, 1970; Shiio et Ujigawa, 1978). L'a­

cétoglutarate et l'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). 

NAD PH+ NH4 + NADP + H20 

a-cétoglutarate .,. \_/ • Glutamate 

ADP +Pi+ HfGlutamine* GDH 
NAD PH 

GS GOGAT 

ATP Glutamate NADP 

NH/ Glutamate 

Figure I-9 : voies de biosynthèse 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 glutamate. La glutamate synthétase (GS) catalyse la synthèse réversible de glutamine à 

partir de glutamate, d'ammonium et d'ATP. La GS est inhibée par la glycine, l'alanine, la sérine, 

l'aspartate, l'ADP et l'AMP (Sung et al., 1984). La glutamate synthase (GOGAT) catalyse la 

synthèse de deux molécules de glutamate à 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 Je glutamate, mais 

elle est légèrement inhibée par le NADP (Ertan, 1992). Une diminution de la synthèse de la 

GS/GOGAT a été mise en évidence chez C. glutamicum lorsque la concentration d'ammonium 

augmente dans Je milieu de culture (Schulz et al., 2001 ; Tesch et al., 1998). En conséquence, en 

fennentation glutamique en présence de forte concentration en ions NH/, l'activité GDH est 

J'activité majoritairement responsable de la synthèse de glutamate. 

Deux mutants de la GDH ont été construits à partir de C. glutamicum. Un mutant de C. glutamicum 

amplifié pour la GDH et un mutant sans GDH ont été cultivés sur milieu avec glucose. Le niveau de 

glutamate intracellulaire a fortement augmenté chez Je 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 NH4 + (Bormann-el Kholy et al., 1993 ; Lapujade, 2000). Ces 

résultats suggèrent que la GS/GOGAT seule puisse restaurer le niveau de glutamate intracel!ulaire 

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, l'étude des flux carboné par RNM montre que 72 % du glutamate est 

synthétisé à l'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 

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

En conclusion, l'écoulement du flux carboné à partir du glucose-6-phosphate vers la glycolyse ou la 

voie des pentoses phosphates est très régulé par les besoins en NADPH. La production de lysine 

nécessite une grande quantité de NADPH, c'est pourquoi les cellules utilisent de façon 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 contrôlée par l'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 l'amplification des principales enzymes de ces voies ne permet pas une amélioration 

de la production de glutamate. Le passage du pyruvate vers l'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, l'a­

cétoglutarate déshydrogénase semble être fortement régulée lors de la fermentation glutamique 

puisque son niveau chute très 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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chaîne respiratoire permet de transférer des électrons des éléments oxydables à l'accepteur final tel 

que l'oxygène et de synthétiser de l'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 l'oxygène est 

limitant chez C. glutamicum des électrons sont éliminés en anaérobiose en accumulant du lactate, du 

succinate et de l'acétate (Dominguez et al., 1993). 

chaîne 
respiratoire 

succinate 
lactate 

milieu 
extérieur 

ADP+Pi 

cytoplasme 

nH+ 

membrane 
cytoplasmique 

Figure I-10: Schéma simplifié du couplage entre transfert d'électron et formation d'ATP. 

La chaîne respiratoire de C. glutamicum consiste en des activités déshydrogénases, la ménaquinone 

et des cytochromes avec des spectres qui correspondent aux cytochromes a, b, c, et d (Hertz, 1998; 

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

NAD PH 
Lactate 

NADH 
Succinate 

o, 
Ménaquinone ____. Cytochrome bd H20 

Déshydrogénases 4. 
• o, 

1----IJio~ Ménaquinone ____. Cytochrome bc1 ___. Cytochrome aa3~ H20 

Déshydrogénases 

Figure I-ll :chaîne respiratoire chez C. glutamicum (Matsushita et al., 1998). 

Deux chaînes alternatives existent chez C. glutamicum : la première chaîne dont le cytochrome aa3 

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

trouve en fin de chaîne est résistante au cyanide (Matsushita et al., 1998) (figure I-11). 
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1.3. Modification de l'enveloppe cellulaire et excrétion de glutamate 

1.3.1. Membrane de C. glutamicum 

1.3.1.1. Structure de l'enveloppe cellulaire 

L'analyse par microscope électronique de l'enveloppe cellulaire de C. glutamicum (Kinoshita, 

1985; Marienfeld et al., 1997; Puech et al., 2001 ; Richter et al., 1985) montre 4 couches 

principales, de l'intérieur à l'extérieur: la couche de phospholipides, la couche de peptidoglycane­

arabinogalactane, la couche des acides mycoliques et la couche de polysaccharides (figure I-12) 

(Eggeling et Sahm, 2001). 

• 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 l'extérieur vers 

l'intérieur ou de l'intérieur vers l'intérieur (Chami et ai., 1997; Hermann et ai., 2000; Marienfeld et 

al., 1997; Puech et al., 2001). 

• La couche du peptidoglycane-arabinogalactane 

Cette couche permet aux bactéries de renforcer la structure de la membrane et d'avoir une 

morphologie cellulaire particulière (Kijima et al., 1998 ; Wijayarathna et al., 2001 ). Cette couche est 

attachée avec la membrane cytoplasmique de façon covalente par l'intermédiaire de 

lipoarabinogaiactanes et glycérophospholipides (Parish et al., i 997). 

• 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 à l'imperméabilité de la couche d'acides mycoliques, cause de gros problèmes de 

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

32nm • 
r§.. 

~ ~~~ ~ ~~ ~)rlFi\\11~ ~ ~ 
~i iï~~~c)\JjJV~~ ~ 

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

Polysaccharides 

Acides 
mycoliques 

Arabinogalactane­
peptidoglycane 

Membrane 
cytoplasmique 

Cette couche permet également aux bactéries de résister au traitement du lysozyme, à la sonication 

relativement puissante et aux chocs mécaniques comme un vortex (Kinoshita, 1985). 10 % des 

acides mycoliques sont attachées par une liaison covalent,e avec l'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 polysacchandes 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. Synthèse de l'enveloppe cellulaire 

• Acides gras 

Les acides gras synthétisés à partir de l'acétyl-CoA sont utilisés pour la synthèse des phospholipides 

et des acides mycoliques (figure I-13). 

Acétyl-CoA 

l Acétyl-CoA carboxylase 

Malonyl-CoA 

AT-ER-DH-MT-ACP-KR-KAS / 
(FAS-l-A)/ l 

AT-ER-MT-ACP-KR-KAS 
(FAS-l-B) 

Oléate Palmitate 
stéarate 

Figure l-13: acétyl transacylase (AT), enol réductase (ER), déshydratase (DH), protéine de 

porteur acy! (acy! carrier protein ACP), malonyl transacylase (MT), cétoacyl synthase 

(KAS) et cétoacyl réductase (KR). 

La première enzyme, acétyl-CoA carboxylase, est une protéine biotinillée (Jliger et al., 1996). Or 

Une gène, dtsR, présente de fortes homologies avec la propionyl-CoA carboxylase qui participe à la 

synthèse des acides gras, a été clonée chez B. jlavum (Kimura et al., 1996 ; Kimura et al., 1998 ; 

Kimura et al., 1999). Les acides gras constituant les phospholipides sont principalement l'acide 

palmitique et l'acide oléique (90% des acides gras totaux) tandis que les acides gras mineurs sont 

l'acide stéarique, l'acide myristique, l'acide octodécanoique et l'acide octodécadienoique (Gourdon, 

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

Deux complexes d'acide gras synthase (FAS-let FAS-II) ont été identifiés chez les corynébactéries. 

Le système FAS-I, synthétisant des acides gras satürés et insatürés, Cûntient 2 protéines FAS-I-A et 

FAS-l-B chez B. ammoniagenes (Stuible et al., 1996; Stuible et al., 1997), tandis que le système 

FAS-II (AT, ER, ACP, KR et KAS) catalyse la synthèse des acides mycoliques à partir des acides 

gras (Barry III et al., 1998; Eggeling et Sahm, 2001). Le système FAS-l-A, catalyse la synthèse de 
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l'oléate et du stéarate, tandis que FAS-l-B catalyse la synthèse du palmitate uniquement. In vitro, le 

mélange de ces enzymes synthétise plus d'oléate et moins de palmitate à basse température, alors 

que la synthèse de palmitate est augmentée à température élevée (Kawaguchi et al., 1979). Ceci 

suggère une régulation du système FAS-l-A et FAS-l-B en réponse au choc thermique. 

• Phospholipides 

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

Dihydroxyacétone phosphate 

~ GPDH 

Glycéroi-3P 

Palmitate 
Oléate 
Stéarate 

~ 
phosphatidate 

~ DGS 

Inositol diacylglycérol 

r---~~ 
phosphatidyl phosphatidyl phosphatidyl 

inositol glycerol-P sérine 

• t t 
phosphatidyl 

inositol-mannoside 
phosphatidyl 

glycerol 

t CLS 
cardiolipin 

phosphatidyl 
éthanolamine 

Figure I~l4: voies de biosyntl:ièse des phûsphûlîpides. GLPDH: glycérol-3P àéshydrogénase, 

AGPAT: acylglycéroi-3P-acyltransférase, DGS: diacylglycérol synthase, PGPS: phosphatidyl 

glycérophosphate synthase, CLS cadiolipin synthase. 

Les phospholipides des Corynébactéries sont l'acide phosphatidyl, le phosphatidy1glycérol, le 

diphosphatidylglycérol, le phosphatidyinosito! et le phosphatidyl innositol 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 façon 

covalente avec l'arabinomannane et le lipoarabinomannane chez M tuberculosis (Hunter et al., 

1986; Hunter et al., 1990). 

Ceci permet de mieux renforcer la membrane de ces bactéries. Certaines voies de biosynthèse des 

phospholipides chez C. glutamicum sont étudiées, alors que la modification de l'expression des 

gènes GPDH, AGPAT, DGS, PGPS ou CLS provoque des modifications de la synthèse des 

phospholipides qui provoque ensuite la modification de la sensibilité vis à 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 synthèse de 

diaminopimélate est réduite, le réseau de peptidoglycane est affaibli. En conséquence, les cellules 

s'allongent de 2 à 6 Jlm (Wehrmann et al., 1998). L'arabinogalactane, où les acides mycoliques sont 

estérifiés, est formé par l'arabinose et le galactane. Le lipomannane et le lipoarabinomannane sont 

dispersés dans ia chaîne mycoiyi-arabinogalactane-peptidogiycane et sont partieîiement îiés avec le 

mannoside phosphatidyinnositol (Nikaido et al., 1993). 

La biosynthèse complète d'arabinogalactane-peptidoglycane reste encore à étudier. Récemment, 

certains gènes impliqués dans la biosynthèse d'arabinogalactane-peptidoglycane ont été identifiés, 

clonés et caractérisés. Le gène du mur! CD-glutamate racémase) permet de synthétiser le D­

glutamate à partir du L-glutamate (Malathi et al., 1999). Le gène du murL (UDP-N-
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acétylmuramate:L-alanine ligase) implique dans la synthèse du peptidoglycane (Wachi et al., 1999). 

L'air (D-alanine racémase) permet de synthétiser de laD-alanine à partir deL-alanine. Le mutant de 

C. glutamicum air 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 gène murE (UDP-N­

acetylmuramoyl-1-alanine-D-glutamate:meso-diaminopimélate ligase) est également impliqué dans 

la synthèse d'arabinogalactane-peptidoglycane (Wijayarathna et al., 2001). Le gène fis/ (septum 

peptidoglycane synthétase) code pour une protéine contenant des séquences qui peuvent fixer la 

pénicilline (Wijayarathna et al., 2001); l'ajout de pénicilline inactive probablement l'activité 

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

• Acides mycoliques 

Les acides mycoliques sont synthétisés à partir des acides gras. La chaîne s'allonge sur les acides 

gras avec la condensation du malonyi-CoA (Barry III et al., 1998). 

32:0 34;1 34;1 

Figure I-15: acides mycoliques présents chez C. glutamicum: chaîne 

de 32 et 34 carbones. 

Chez M. tuberculosis, la longueur de la chaîne carbonée peut atteindre 90 carbones. Les chaînes plus 

courtes (22 à 38 unités) ont été identifiées chez C. glutamicum et la plupart ont une chaîne carbonée 

de 34 et 36 unités (figure I-i5) (Jang et ai., 1997). 
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Le système de la synthèse d'acides mycoliques est FAS-II. Ce système est composé de 5 enzymes 

principales: ER (énol réductase), AT (acétyltransacylase), KR (cétoacyl réductase), KAS (cétoacyl 

synthase) et ACP (protéine de porteur acy!) (Barry III et al., 1998). Parmi les acides mycoliques 

synthétisés, certains sont estérifiés avec du tréhalose phosphate pour former de l'a.,a.' tréhalose 

monomycolate et de l'a.,a.' tréhalodimycolate (Shimakata et Minatogawa, 2000 ; Eggeling et Sahm, 

2001). 

1.3.2. Excrétion des acides aminés chez C. glutamicum 

1.3.2.1. Système d'export des acides aminés 

Le système d'export et d'import des acides aminés est différent chez les différentes cellules étudiées. 

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

nombreux systèmes d'excrétion d'acides aminés ont été identifiés ces dernières années (figure I-16) 

{Krfuner, 1994). 

Système de 
transport 

Diffusion 

Transport 
secondaire 

Transport 
primaire 

Mécanisme Force motrice Reversibilité 

Simple 
Par pore 

Uni port 
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Antipore x~---1'-. 

s Gradient chimique 
s (soluté neutre) 

~ Somme des gradients 
x électriques et chimiques 
s des solutés 

.~~~s 
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Energie libre de la 
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L..J 
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Figure I-16: mécanisme de transport des acides aminés. 

Les acides aminés sont excrétés par la diffusion simple ou/et par un transporteur spécifique (Broer et 

Krfuner, 199la; Demain et Bimbaum 1968; Kramer, 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, l'hydrophobicité et la charge 

aussi que des propriétés de la membrane (la composition et la fluidité). Dans Je cas de transport 

actif, une source d'énergie (ATP, force protomotrice) est nécessaire et ce d'autant plus que Je soluté 

est chargé. 

Afin d'activer l'excrétion d'une molécule, il peut être préalablement nécessaire d'augmenter sa 

concentration à 1 'intérieur des cellules. Ceci peut être réalisé par génie métabolique, par 

augmentation des voies de biosynthèse, par J'altération du système de régulation et par l'arrêt ou 

J'atténuation des voies de dégradation de la molécule. Une autre possibilité consiste à limiter la 

croissance cellulaire de façon à favoriser J'utilisation de la source carbonée pour la synthèse de la 

molécule et non pour la croissance. 

Il 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 l'énergie. Ceci permet aux 

cellules d'excréter cet acide aminé contre Je gradient de concentration. Dans ces conditions, il est 

nécessaire d'augmenter la capacité de biosynthèse de l'énergie. 

• Excrétion de la lysine et des acides aminés basiques 

L'existence d'un système de transport spécifique de la lysine a été mise en évidence pour la première 

fois chez C. glutamicum par l'équipe de Kriimer (Briier et Kramer, 1991a; Broer et Kriimer, 1991b). 

_D_~pujs _ _lûrs,__l_e ___ trJiil~po_rteiJL d_e_j_a _l_~s_ine __ a __ é_té __ caractérisé __ (Yrljic __ et _aL,--1996}-:-Ja ___ prntéine--àU---

transporteur, lysE, a une taille der 25 kda ; la transcription de ce gène est régulée par un gène 

régulateur, lysG, qui se situe a côté de la séquence de gène lysE. Lorsque la concentration 

intracellulaire en lysine est supérieure à 40 mM, Je système de transport est alors activé. Comme 

l'arginine, la lysine est un acide aminé qui n'est pas dégradé après sa synthèse. Il a été démontré que 

l'expression du gène lysE permet également d'exporter d'autres acides aminés basiques tels que 

l'histidine, l'arginine et la citrulline (Vrljic et al., 1996). Lors de la caractérisation biochimique du 
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transporteur de lysine, il a été démontré que l'activité d'export de la lysine dépend de la force 

protomotrice (Brêier et Kramer, 1991 a). 

• Excrétion d'isolencine 

L'excrétion de l'isoleucine a été étudiée chez C. glutamicum. (Zittrich et Kriimer, 1994). Cette étude 

a montré que l'isoleucine est excrétée par diffusion grâce aux propriétés hydrophobes de la 

molécule; de plus, un transporteur d'isoleucine existe, dépendant de la force protomotrice. Lorsque 

la concentration intracellulaire en isoleucine est supérieure à 7 mM, ce système de transport est 

activé (Ebbighausen et al., 1989; Hermann et Kramer, 1996). 

• Excrétion de thréonine 

En conditions de culture favorables, en présence de peptides riches en thréonine, la thréonine est 

excrétée. L'activation du système de transport de thréonine a été observée lorsque la concentration 

intracellulaire en thréonine est supérieure à 170 mM (Simic et al., 2001). Dans ces conditions, il 

apparaît que l'excrétion par le système de transport représente 59% du flux de thréonine, alors que 

21% est excrété par la diffusion et le reste (19%) par un mécanisme inconnu (Palmieri et al., 1996 ; 

Simic et al., 2001). 

• Excrétion d'acides aminés aromatiques 

L'excrétion des acides aminés aromatiques reste peu étudiée. Il a été montré que la phénylalanine et 

la tyrosine sont excrétées par diffusion simple (Burkovski et Krfuner, 2002). Par ailleurs, la 

diminution de l'activité d'import du tryptophane de 50% permet d'augmenter la production d'environ 

20% (Ikeda et al .. 1994: Ikeda et Katsumata. 1995). Ce phénomène montre qu'il y a un lien entre le 

système d'import et d'export de tryptophane chez C. glutamicum. 
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1.3.2.2. Excrétion de glutamate 

Le glutamate est un acide aminé à chaîne courte, il est chargé négativement lorsqu'il se trouve dans 

le milieu intracellulaire de C. glutamicum. Sa chaîne montre une faible hydrophobicité, ce qui ne lui 

permet pas de diffuser facilement dans un milieu lipidique comme les membranes. Des études 

récentes ont monté que l'étape d'excrétion du glutamate est limitante dans le processus de 

production du glutamate (Lapujade et al., 1999). 

De nombreux travaux ont été consacrés à l'étude des facteurs déclenchant et modulant l'excrétion de 

glutamate. Afin de comprendre le mécanisme de l'excrétion de glutamate, les paramètres ci-dessous 

ont été étudiés pendant la croissance et la production de glutamate induite par une limitation en 

biotine, un ajout de tensioactif ou de pénicilline ou un choc de température. 

• Effet de la concentration en glutamate intracellulaire sur l'excrétion de glutamate 

La concentration de glutamate intracellulaire diminue pendant la phase de production de glutamate 

et l'excrétion de glutamate a lieu, bien que la concentration de glutamate intracellulaire soit 

inférieure à celle du milieu de culture (Hoischen et Kramer, 1989; Lapujade et al., 1999). Ce 

résultat exclut donc 1 'hypothèse de Demain et Bimbaum ( 1968) qui suggérait que 1 'excrétion de 

glutamate soit réalisée par diffusion. 

• Effet de la force protomotrice sur l'excrétion de glutamate 

Lorsque l'excrétion de glutamate est faite contre son gradient, il est donc nécessaire de déterminer la 

f~r~~- pr~~~-=m'?_t_ri?~-?~- ~~~~ --~!e~!~~~~!!"Q!g_g_~: __ !:-_ll: __ ~~~~~--p-~~-!~~-?!tic_~ __ {~~) --~~2~~-~---~~- RQt~!l!!_~l_ _ 

membranaire et du gradient de pH et est calculée par la formule suivante : 

8P =Nf'- (2,3.R.T 1 F).8pH 

Où 8'f' est le potentiel membranaire, 8pH = pHin- pHex gradient du pH entre le compartiment 

intracellulaire et le milieu de culture, R la constante des gaz parfaits, T la température absolue (°K) 

et F la constante de Faraday. 
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Cependant, Je L'.pH ne semblent pas des facteurs importants pour J'excrétion de glutamate (Daran­

Lapujade et al., 2003 ; Debay, 1996; Duperray et al., 1992). Le potentiel membranaire est le 

gradient du potentiel électrique entre le milieu intérieur et extérieur des cellules. Il dépend 

principalement du gradient de concentration des ions Na+, K+ et CL Ce gradient est dépendant des 

pompes ioniques membranaires mises en route par l'activité métabolique. La mesure du potentiel 

membranaire peut être réalisée à J'aide du partage de part et d'autre de la membrane de molécules 

chargées. A partir des concentrations extracellulaire et intracellulaire de cette molécule chargée, le 

potentiel membranaire peut être calculé par l'équation de Nernst : 

C. / C = -n. L'.IJI.FIR.T 
mt ext e 

Où L'. 'JI est Je potentiel membranaire, Fla constante de Faraday, C;nt la concentration intracellulaire 

de la molécule, R la constante des gaz parfaits, Cext la concentration extracellulaire de la molécule et 

T la température absolue ("K). 

Les molécules chargées utilisées pour mesurer Je potentiel membranaire peuvent être des ions 

organiques synthétiques lipophiles, radioactifs. La mesure du potentiel membranaire est réalisée par 

la détermination de la concentration intracellulaire de la sonde. Plus récemment, des sondes 

fluorescentes également lipophiles cationiques (rhodamine 123 ou cyanines) et a.'lioniques (oxonols) 

ont été utilisées pour une mesure par cytométrie en flux du potentiel membranaire. 

Lors de mesures pendant la croissance et la production de glutamate, Je potentiel membranaire 

atteint sa valeur maximale lorsque les cellules sont en phase exponentielle de croissance et diminue 

fortement pendant la phase de production du glutamate (Debay, 1997 ; Duperray et al., 1992 ; 

Lapujade, 1999). Lorsque la production de glutamate est induite par la température, Je potentiel 

memoranain: ùimiuut: av<:<.: i'augmeniaiion rie ia œmpéramre rie cuimre comprise entre .B et 41 "C, 

alors que la vitesse spécifique de la production de glutamate augmente avec l'augmentation de la 

température (Lapujade, 1999). Ceci favorise l'hypothèse que la chute du pütentiel membninaire est 

impliquée dans la production de glutamate. Toutefois, quand Je potentiel membranaire des cellules 

productrices est artificiellement modifié, la production de glutamate n'est pas affectée (Duperray et 

al., 1992; Gutmann et al., 1992). Ceci signifie que Je potentiel membranaire n'est pas un paramètre 
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important lors de l'excrétion de glutamate, sa modification au cours de la phase de production ne 

serait due qu'à une détérioration de l'état physiologie cellulaire. 

• Energie cellulaire 

L'importance de l'énergie cellulaire a été étudiée pendant la phase de production de glutamate par 

C. glutamicum. Il est apparu que l'exporteur de glutamate requiert de l' ATP puisque lorsque le pool 

d'ATP diminue, l'excrétion de glutamate est arrêtée (Gutmann et al., 1992; Sekine et al., 2001). 

• Composition de la membrane plasmique 

Des études anciennes ont proposé que l'excrétion de glutamate, lors du procédé de production de 

glutamate induite par une limitation en biotine, soit due à la modification de la composition en 

acides gras des phospholipides (augmentation du rapport acides gras saturés 1 acides gras insaturés) 

(Demain et Bimbaum, 1968; Kanzaki et al., 1967; Takinami et al., 1966). Plus récemment, il a été 

observé qu'une baisse de la teneur en phospholipides de la membrane intervient lors de la phase de 

production de glutamate au cours du procédé limité par la biotine ou avec ajout des surfactants 

(Clément et al., 1984; Clément et Lanéelle, 1986; Huchenq et al., 1984). 

Cependant, la production de glutamate par ajout de pénicilline n'est pas liée à la modification de la 

composition de la membrane cytoplasmique (Shibukawa et al., 1968). De plus, le suivi de la 

composition en acides gras et phospholipides des cellules excrétrices de glutamate au début de la 

phase de laproduction (Hoischenet Krlimer, 1990), amonjré q11e l'excrétion de glutamate intervient 

alors que la teneur en phospholipides et la composition en acide gras ne sont pas encore modifiés 

lors du procédé '-'biotine' '. 

Enfin, Nampoothiri et al. (2002) ont montré que des mutants des voies de biosynthèse des 

phospholipides présentent des productivités de glutamate plus élevées. Toutefois, ces mutants 

requièrent encore un stress pour excréter le glutamate. 
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A la lumière de ces données, il apparaît que la composition de la membrane semble influencer 

l'excrétion de glutamate mais que ce paramètre n'est pas suffisant pour déclencher l'excrétion de 

glutamate. 

• Réseau d'arabinogalactane-peptidoglycane 

Au cours du procédé de production de glutamate par ajout de pénicilline, un gonflement des cellules 

apparaît pendant la phase de production (Shibukawa et al., 1968). Ce phénomène est due à un 

affaiblissement du réseau d'arabinogalactane-peptidoglycane (Kijima et al., 1998), probablement 

par une inhibition de l'activité septum-peptidoglycane synthase (Wijayarathna et al., 2001). 

Cependant, le même phénomène de modification de taille cellulaire a été observé au cours de la 

production de glutamate par la limitation de biotine (Kinoshita, 1985) et par le choc de température 

(Hirasawa et al., 2000). Bien que, la corrélation entre la limitation de biotine ou le choc de 

température et la modification du réseau d'arabinogalactane-peptidoglycane ne soit pas encore 

identifiée, un mutant alr négative (gène codant pour D-alanine racémase qui synthétise la D-alanine 

pour la synthèse de l'arabinogalactane-peptidoglycane) excrète du glutamate en absence de D­

alanine (Eggeling et al., 2001 ; Tauch et al., 2002). 

En bref, nous pouvons conclure que l'excrétion de glutamate est un phénomène actif très 

probablement catalysé par un transporteur. Ce transporteur nécessite de l'énergie cellulaire (ATP) et 

semble indépendant de la force protomotrice. Il semblerait l'exporteur de glutamate soit différent de 

l'importeur puisque un mutant amplifié pour le gène codant pour la protéine de l'import de 

glutamate ne change en rien la productivité de glutamate (Eggeling et al., 1996). L'activation de 

l'exporteur de glutamate n'est pas due à l'accumulation du glutamate intracellulaire mais serait 

plutôt due à la modification de l'enveloppe cellulaire. Alors que la mûdificatiûn de la membrane 

plasmique semble ne pas être prépondérante pour l'activation de l'exporteur de glutamate, la couche 

d'arabinogalactane-peptidoglycane semble jouer un rôle important. 
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1.3.2.3. Fluidité membranaire 

La fluidité membranaire, micro-viscosité de membrane, peut être mesurée à l'aide des sondes 

fluorescentes (DPH ou TMA-DPH) qui font du mouvement à l'état excité dans le milieu lipidique 

(voir en détail dans Matériels et Méthodes). Ce mouvement va dépendre de la viscosité du milieu 

environnant, c'est à dire de la viscosité de la membrane. 

• Effet de l'environnement sur la fluidité membranaire et la régulation de la 

composition lipidique 

Les facteurs déterminant la fluidité membranaire sont la nature des lipides, qui la composent, leurs 

arrangements et des paramètres physico-chimiques tel que la température. Cependant, la fluidité 

membranaire du milieu lipidique qui est composé des acides gras augmente lorsque la chaîne 

latérale est plus courte, présente plusieurs liaisons insaturées ou 1 et insaturé avec la forme cis 

(Cronan, 2002). 

L'enveloppe ceiiulaire est une barrière très variable en terme de structure 1 composition, capable de 

s'adapter à de nombreuses conditions environnementales: que le milieu soit froid, chaud, acide ou 

basique, le micro-organisme s'adapte en modifiant des protéines fonctionnelles. Ces modifications 

peuvent par exemple permettre de maintenir les cellules en croissance. 

Lorsque la température augmente, la synthèse des acides gras saturés réalisée par l'enzyme FAS-l-B 

est activée, alors que la synthèse des acides gras insaturés réalisée par l'enzyme FAS-l-A est 

diminuée chez corynébactéries (Kawaguchi et al., 1979; Stuible et al., 1996; Stuible et al., 1997). 

_Chez_Pseudam_onas_jw1ida,J~augmenta1ÜïrLde_la_temp_érature __ de_culture_entraîne_une_isomérisation_ 

de la chaîne des acides gras insaturés de la forme cis à la forme trans (Leffeld et Keweloh, 1996). 

En revanche, à température faible P. putida augmente la proportion d'acides gras insaturés (forme 

cis) par rapport aux acides gras saturés, afin d'augmenter la fluidité membranaire (Vigh et al., 1998). 

Cette augmentation est effectuée par l'accroissement de la synthèse de la protéine désaturase 

(Russel, 1990; Russel, 1992). ChezE. coli, l'augmentation du rapport acides gras saturés 1 insaturés 

due à l'augmentation de la température permet de revenir à la fluidité membranaire initiale (Mejîa et 
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al., 1999). L'allongement de la chaîne des acides mycoliques permet également de diminuer la 

fluidité de la paroi cellulaire chez les Mycobactéries (Liu et al., 1996). 

• Rôle de la fluidité dans le transport des solutés 

L'état de la barrière lipidique détermine l'affinité du transporteur de substrat qui affecte ensuite la 

croissance cellulaire (Nedwell, 1999). En augmentant la température de la culture, la couche 

lipidique cellulaire passe successivement de l'état "gel cristallin (A)" à l'état "liquide cristallin 

(B)", puis à une structure "hexagonale (Cet D)" (figure I-17) (Vigh et al., 1998); la structure 

"hexagonale forme D" présente une forte fluidité. Ces modifications structurelles peuvent altérer 

les protéines membranaires dont les transporteurs. 

(a) (b) 

Figure I-17 : effet de la température sur la structure de la bicouche 

lipidique (a): gel cristallin, (b): liquide cristallin, (c), (d): hexagonales. 

Il est généralement considéré que la perméabilité de la membrane est élevée lorsque la fluidité 

membranaire augmente (Magin et al., 1990). Une augmentation artificielle de la fluidité de 13 % 

augmente d'environ 50 % le flux de transport de glucose (Jourd'huil et Meddings, 2001 ; Pilch et 

al., 1980). 
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• Fluidité membranaire de C. glutamicum 

Chez Proteus mirabilis, Staphylococcus aureus et Saccharomyces cerevisiae, l'ajout de tensioactifs 

comme l'alcool éthoxylate, l'amine éthoxylate ou l'oxyde d'amine provoque une augmentation de la 

fluidité de la membrane cytoplasmique (Glover et al., 1999). 

La fluidité de la membrane cytoplasmique mesurée pendant la production de glutamate induite par 

un anesthésique local (tétracaïne) n'est pas significativement modifiée (Lambert et al., 1995). Ce 

résultat est en accord avec ceux de Hoischen et al. (1990), qui ont observé que l'excrétion de 

glutamate en limitation de biotine a lieu malgré une composition de la membrane cytoplasmique 

inchangée. Par ailleurs, la mesure de la fluidité de cellules entières par anisotropie pendant la 

production de glutamate induite par la limitation en biotine, n'a pas donné de résultats concluants 

(Neubeck et al., 1993). 

Chez les Mycobactéries, la couche d'acide mycolique joue un rôle important dans la fluidité de la 

paroi cellulaire (Liu et al., 1996). Une corrélation entre le type d'acides mycoliques présents et la 

fluidité de paroi a été démontrée (Liu et al., 1996). 

Néamnoins, les micro-organismes évoluent et s'adaptent à ces conditions de culture contraignantes. 

Par exemple, chez Oenococcus oeni, l'augmentation instantanée de la température de culture de 30 à 

42°C provoque une augmentation de 25% de la fluidité membranaire ; cependant, lorsque le choc 

thermique est maintenu sur une période prolongée, la fluidité membranaire revient à la valeur 

initiale (Tourdot-Maréchat et al., 2000). 
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CHAPITRE II : MATERIELS ET METHODES 

11.1. Caractéristiques de la souche C. glutamicum 2262 

Le micro-organisme utilisé, Corynebacterium glutamicum 2262, chez lequel la production de 

glutamate est thermo-inductible, a été fourni par la société ORSAN-Amylum. Les 

caractéristiques générales de 1' espèce bactérienne C. glutamicum sont présentées dans le tableau 

1 (Pons et al., 1993). La composition élémentaire générale de C. glutamicum est C4,5H80 2,2N 

avec 9% de cendre (Cocaign, 1992). 

Caractères principaux Substrats utilisés A ut res caractères 

. Bactérie à Gram positif. . Glucose + . Uréase + 

. Bacille court, droit ou légèrement incurvé 

souvent par paire. 

. Fructose + . Hydrolyse gélatine -

. Saccharose + . Hydrolyse caséine -

. Dimension: 0,7 à lJ.lm x 1 à 3 Jlm . 

. Aspect sur gélose : colonies jaune 

pâle à jaune, régulières et lisses. 

. Maltose + . Réduction de nitrate 

. Tréhalose 

. Marmose 

. Non-sporulant, non-mobile. . Rharnnose 

. Aérobie facultative. . Galactose 

. Auxotrophe pour la biotine. . Raffinose 

. Production d'acide glutamique. . Arabinose 

. Température optimale de croissance 25 à 37°C. . Lactose 

. pH optimal de croissance: 7,3 à 7,4. . Xylose 

. ADN: C + G =55 à 57,7% j· Dextrine 

. Paroi: présence d'acide méso diaminopimélique . Salicine 

-et-(l'arabinogalactane. r Amido~ --
j 

+ en nitrite 

+ . Esculine 

- . Hippurate 

~ 1 

-1 
i 

Tableaü Il-l : caractéristiqües générales de C. glutamicum. 
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11.2. Conduite des fermentations 

11.2.1. Milieu de culture 

• Composition des milieux de culture 

La composition des milieux de culture est basée sur le milieu MCGC (Von der Osten et al., 

1989b). Les milieux sont supplémentés en déféroxamine pour faciliter l'assimilation des ions 

ferriques. La composition des différents milieux utilisés pour les cultures en fioles d'Erlenmeyer, 

en bioréacteur en mode discontinu, semi-continu ou continu est présentée dans le tableau 2. 

Substances Culture en fiole Culture en Solutions ajoutées lors des 
d'Erlenmeyer discontinu ou cultures en continu 

semi-continu A: 50% (v/v) B: 50% (v/v) 
Glucose 34 g/1 15 ou 60 g/1 15 g/1 15 g/1 

NazHP04 15 g/1 3 g/1 6 g/1 

KHzP04 3 g/1 6 g/1 12 g/1 

Na Cl 1 g/1 2 g/1 4 g/1 

(Nli!)zS04 8 g/1 8 g/1 16 g/1 

MgS04.1HzO 400 mg/! 400 mg/! 800 mg/! 

FeS04.1HzO 40mg/l 40mg/l 80mg/l 

FeCb 4mg/l 4mg/l 8mg/l 

ZnS04.1HzO 1 mg/! 1 mg/! 2mg/l 

CuC!z.2HzO 0,4mg/l 0,4 mg/! 0,8 mg/1 

MnS04.HzO 4mg/l 4mg/l 8mg/l 

1 (NH4)6~vfo70z4.4Hz0 
{\,.., ---~/1 ",-~/1 

1 

0,4tng/1 v,..c., lllOJ 1 

1 

v,k IUOfl 

NazB4Ü7.10HzO 0,4mg/l 0,4 mg/! 0,8 mg/! 

1 

1 

1 

84 rrtg/i 
1 

84mg/i 168 mg/! ~~~~;l:p 1 2 !!!g/l 'J n-1011 Ll~n/1 

~----···-

1 

- ---o-

1 

. ...... 0' .. 

Thiamine 20 mg/! 20mg/l 40 mg/! 

Déféroxamine 3 mg/! 3 mg/! 6mg/l 

Bétaine 0 2 g/1 4gll 

Urée 4g/l 

Tableau II-2 : composition des milieux de culture. 
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• Préparation du milieu de culture 

Les sels et le glucose sont stérilisés séparément à 121 oc pendant 20 minutes. Les vitamines, la 

bétaine et le calcium sont stérilisés par filtration sur membrane de porosité 0,2 Jlm. Les solutions 

A et B pour les culture en mode continu sont préparées et ajoutées séparément dans le 

bioréacteur. Lors de culture en milieu contenant de glutamate comme source de carbone, le 

glucose est remplacé par 20 g/1 de glutamate de potassium. 

11.2.2. Procédés de culture 

• Conservation de la souche 

La conservation de la souche, à moyen terme, est réalisée par congélation à -20°C, en présence 

de glycérol (glycérol stock). Une culture de la souche est effectuée en fiole d'Erlemneyer. Les 

bactéries sont prélevées en phase exponentielle de croissance et un volume de glycérol (20 % 

minimum) est ajouté à la suspension cellulaire. Cette suspension bactérienne est ensuite répartie 

dans des tubes de 1 ml puis congelée à- 20 °C. 

• Précultures 

Les précultures sont réalisées en fiole d 'Erlemneyer chicanée. Les cultures sont effectuées à une 

température de 33 oc avec une agitation de 220 tours/min. Lorsque les bactéries atteignent la 

phase exponentielle de croissance, la culture peut être utilisée pour inoculer le réacteur. 

• Culture en fermenteur 

Les cultures en réacteur en mode discontinu, semi-continu et continu sont réalisées avec les 

différents milieux présentés dans Je tableau 2. La culture en mode semi-continu a été réalisée 

dans un réacteur Biolaffite (France) avec un volume initial de 0,75 litres; le volume final après 

24 h de culture était 1, 1 litres. Pour les cultures discontinues et continues, un réacteur Applikon 

(Hollande) a été utilisé avec un vohpne utile de 1,5 litres. La calibration de la sonde de mesure 

du pH est faite avant la stérilisation du réacteur (121°C pendant 20 min.). La calibration de la 

sonde oxygène (100% avec de l'air et 0% avec de l'azote) est réalisée juste avant l'inoculation. 
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Le volume de l'inoculum (DO d'environ 20-25) est de 1,5% (v/v) pour la culture diluée et 10% 

(v/v) pour les autres cultures. Les cultures sont débutées en mode discontinue à 33°C afin 

d'atteindre la phase d'exponentielle de croissance (d'environ 4 h) et est changée à la température 

désirable. La concentration de glucose est limitée à 15 g/1 pour éviter la limitation en oxygène 

dans le milieu de culture pendant les cultures continues. En effet, des concentrations plus élevées 

en glucose synonymes de densités cellulaires plus importants auraient augmenté une limitation 

de la culture par l'oxygène. 

Pour les cultures continues, le changement de la température est réalisé lors de l'apparition de la 

limitation en glucose. L'alimentation en milieu neuf (mélange de 50% solution A et 50% de 

solution B) est réalisée en même moment. Un soutirage au même débit que l'alimentation est 

effectué pour maintenir le volume constant pendant la culture. 

Pour la culture en mode semi-continu, l'alimentation avec une solution de glucose à 500 g/1 se 

fait par paliers lorsque la concentration de glucose devient faible afin de maintenir la 

concentration en glucose à environ 1 0 à 20 g/1. 

Le pH est régulé à 7,6 pour la souche étudiée pendant toute la fermentation par ajout d'une 

solution d'ammoniaque 12 N. Pour la culture avec le glutamate comme source de carbone, Je pH 

est contrôlé par un ajout de HzS04 2 N. 

L'oxygène dissous est contrôlé par la variation d'agitation et Je débit d'air. Un débit de 60 à 100 

1/h est utilisé pendant la culture. L'agitation varie entre 800 à 1500 tours par minute pour les 

cultures en mode discontinu et semi-continu, mais est fixée à 1200 tours par minute pour les 

cultures en mode continu. Pendant la production de glutamate, de la mousse apparaît. Son 

développement est limité par l'ajout de polypropylène glycol. 

ii.J. Mesure rie ia concentration en biomasse et en métabolites extracellulaires 

Les écha11ti1lons prélevés aü couïs des fermentations sont rapidement utilisés pour mesurer la 

biomasse puis sont centrifugés afin d'éliminer celle-ci et de déterminer la concentration des 

solutés dans Je milieu extracellulaire. 
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11.3.1. Biomasse 

L'évolution de la biomasse au cours de la fermentation est suivie par la mesure de la densité 

optique à 570 nm avec un spectrophotomètre Novaspec II LKB. L'eau distillée est utilisée 

comme référence. Le coefficient de conversion de DO en concentration de biomasse (g/1) est de 

0,4 (Pigno!, 1996). 

11.3.2. Glutamate 

Le glutamate est dosé par un kit enzymatique (r-Biopharm, Roche). Le principe de la réaction 

colorimétrique est le suivant : 

GDH 
L-glutamate + NAD + H20 a-cétoglutarate + NADH + NH/ 

NADH + iodonitrotétrazolium 
Diaphorase 

NAD + formazan 

L'apparition du formazan est détectée à 492 nm à l'aide d'un spectrophotomètre Multiskan 

MCC/340 Titertek. L'intensité de coloration est proportionnelle à la concentration en glutamate. 

Une courbe étalon dont la ga..mme s'étend de 0 à 0,07 g/1 de glutamate permet de déterminer la 

concentration en glutamate des échantillons. 

II.3.3. Glucose et vitesse spécifique de consommation de glucose théorique 

La concentration du glucose est dosée à l'aide d'un kit enzymatique Sigma (réf. 510). Le dosage 

a été adapté pour être réalisé en plaque de 96 puits. Le procédé de dosage est basé sur les 

réactions enzymatiques suivantes : 

Glu_çQ_ae _ox_y:dase __ 
Acide gluconique + 2 H202 

Peroxydase 
H202 + o-Dianisidine (incolore) o-Dianisidine oxydée (marron) 

L'intensité de la couleur marron est mesurée à 450 nin avec un spectrophotomètre Multiskan 

MCC/340 Titertek. Cette coloration est proportionnelle à la concentration de glucose. Une 

gamme étalon est effectuée de 0 à 0,4 g/1 de glucose. 
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Les vitesses spécifiques de la consommation de glucose théorique pour la synthèse de la 

biomasse ou des métabolites extracellulaires (le glutamate, le lactate ou le tréhalose) sont 

calculées à partir de la vitesse spécifique de croissance ou les vitesses spécifiques de la 

production de ces métabolites, respectivement, en prenant compte le renouvellement des 

précurseurs nécessaires (Kuehm, 1996). 

La composition de C. glutamicum a été analysée (Vallino et Stephanopoulos, 1993). La vitesse 

de consommation de glucose théorique s'exprime donc: 

V , . ~ + 1tglu + 1'tlac + 1ttré 
theonque = --- --- --- ---

Y X/glc Y glu/glc Ylac/glc Ytré/glc 

Où Vthéorique est la consommation théorique totale de glucose. j..t., 1tglu, 1tlac et 1ttré sont les 

vitesses spécifique de croissance et de production de glutamate, de lactate ou de tréhalose 

respectivement. Y x/glc (0,597 g/g), Y glu/glc (0,816 g/g), Ylac/glc (1 g/g) et Ytré/glc (0,95 

g/g) sont les rendements théoriques de conversion de glucose en biomasse, glutamate, lactate et 

tréhalose, respectivement. 

II.3.4. Acides organiques extracellulaires et tréhalose 

Le dosage est réalisé sur une chaîne CLHP Millipore Waters 712. L'utilisation de deux 

détecteurs permet la détection d'un plus grand nombre de composés retenus par la colonne. Les 

acides organiques sont détectés par un détecteur UV. Le tréhalose est détecté par un 

réfractomètre RI. 

11.4. Mesure de la contenant en glutamate intracellulaire 

Afin de ne pas mélanger le glutamate intracellulaire et le glutamate extracellulaire, les cellules 

d'un échantillon de 500 jll de milieu de culture sont séparées du milieu extraceiiuiaire par une 

centrifugation (64.000g, 4°C pendant 5 min) sur 500 jll d'un mélange d'huile (1-bromo­

hexadécane et 1-bromo-heptane, densité 1,07 g/ml). Les cellules de densité plus lourde, 

traversent la couche de l'huile et sont inactivées dans 250 jll d'acide perchlorique 21% (Ishizaki 

et al., 1995). Après l'élimination du milieu extracellulaire, le glutamate intracellulaire est extrait 
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des cellules par 3 cycles successifs de congélation à - 20°C et décongélation à 4°C. L'acide 

perchlorique est neutralisé par ajout de KOH, 5M à 4°C. La neutralisation permet de précipiter le 

potassium perchlorate. Le glutamate solubilisé est séparé par une centrifugation à 32.000g, à 

4°C. 

La concentration en glutamate est mesurée par CLHP (Packard 1090). Cette technique nécessite 

une dérivatisation de cet acide aminé par l'orthophtaldialdéhyde (OPA) et le 3-

mercaptopropionate (Gode! et al., 1995). 

• Dérivatisation : à 20°C pendant 1 minute 

3 J.!l de tampon borate 0,4 N, pH= 10. 

1 J.!l de réactif d'OP A: mélange de 10 mg d'OP A et 10 mg 3-

mercaptopropionate dans 1 ml de tampon borate 0,4 N, pH = 1 O. 

1 J.!l d'échantillon contenant du glutamate. 

• Colonne : thermostaté à 40°C 

Pré-colonne Hewlett Packard ODS-Hypersil C18 (5 J!m, 20 x 2,1 mm). 

Colonne Hewlett Packard ODS-Hypersil (C18, 5 J!m, 200 x 2,1 mm). 

• Phases mobiles 

A: sodium acétate 20 mM, triéthylamine 0,024% v/v, 0,5% v/v 

tétrahydroforane, pH= 7,2. 

B: sodium acétate 20 mM, acétonidrile 40% v/v, méthanol40% v/v, pH= 7,2. 

Gradient des phases mobiles (tableau 3). 

Temps, min %A %B Débit ml/min 

0 100 0 0,45 

17 40 60 0,45 

18 Q 1_00 0_,_45 

24 0 100 0,45 

25 100 0 0,45 

Tableau II-3 : gradient des phases mobiles 

• Détection: Les molécules d'acides aminés dérivatisés sortant de la colonne sont 

détectées à 338 nm. Une gamme de glutamate (0 à 2,5 mM) est utilisée pour déterminer 

la concentration en glutamate des échantillons analysés. 
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11.5. Dosage d'activités enzymatiques 

La phosphoénolpyruvate carboxylase (PEPC), l'isocitrate déshydrogénase (ICDH) et la 

glutamate déshydrogénase (GDH) sont dosées avec un spectrophotomètre Beclanan DU 290 à 

partir d'extraits bruts. Ces dosages sont effectués par la mesure soit de l'apparition soit de la 

disparition à 340 nm du NADH ou NADPH à 30°C. Le coefficient d'absorption du NADH ou du 

NADPH est 6,22 mM·1 cm-1
• La pyruvate déshydrogénase (PDH) et l'a-cétoglutarate 

déshydrogénase (ODHC) sont mesurées à partir d'extraits dessalés. Le coefficient d'absorption 

de l'APADH à 365 nm (dosage de l'ODHC) et l'INT-formazan (dosage de la PDH) à 500 nm à 

30°C sont respectivement 9,02 mM-1 cm·1 et 12,4 mM-1 cm·1
• 

11.5.1. Préparation des extraits bruts 

Les échantillons prélevés au cours de la fermentation sont tout de suite centrifugés à 3.620g 

pendant 15 min, à 4 °C. Le culot est récupéré et lavé deux fois avec une solution de 2 g/1 de KCL 

Le culot est alors suspendu dans la solution tampon de tris/acide tricarballilique, 15 mM, pH= 

7.8, contenant 5 mM de MgCb et 20% de glycérol. Cette suspension est en suite répartie dans 

des tubes, puis congelées à - 80 °C jusqu'à l'utilisation (au maximum 24 h plus tard). Pour 

obtenir l'extrait brut, une sonication (40 KHz) est effectuée dans la glace (8 cycles de 30 

secondes de sonication avec un intervalle de 1 min qui permet le refroidissement de l'extrait). 

Après la sonication, l'échantillon est centrifugé à lO.OOOg, à 4 °C. Le surnageant est utilisé 

comme extrait brut pour doser l'activité de la PEPC, l'ICDH et la GDH. 

11.5.2. Préparation des extraits dessalés 

Les extraits pour le dosage de la PDH et l'ODHC sont préparés selon la même méthode que 

précédemment. Mais, le culot cellulaire est resuspendu dans du tampon N-Tris (hydroxymethyl) 

methyl-2-aminoethane sulfonate (TES/NaOH), 100 mM, pH= 7.7, contenant 30% de glycérol. 

Les extraits bruts dans ce tampon sont dessalés par passage sur une colonne PDIO (LKB­

Phamacia) à 4°C préalablement équilibrée avec ie même tampon TES/NaOH. Les protéines 

dessalées sont éluées par le même tampon TES/NaOH. La partie protéique dessalée (3 ml) qui se 

situe dans la fraction entre 3 et 6 ml est utilisée pour le dosage de la PDH et l'ODHC. 
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11.5.3. Dosage l'activité de la phosphoénolpyruvate carboxylase (PEPC) 

La PEPC est dosée par couplage enzymatique avec la malate déshydrogénase. Le 

phosphoénolpyruvate est carboxylé par la PEPC pour former de l'oxaloacétate et du phosphate 

inorganique. L'oxaloacétate formé est ensuite transformé en présence de NADH en malate et en 

NAD par la malate déshydrogénase (MDH). Le suivi de l'oxydation du NADH à 340 nm, à 4°C, 

permet de mesurer l'activité de la PEPC (figure II-I). 

PEP + C02 

Oxaloacétate + NADH 

NADH 

PEPC 

• 
MDH • 

Oxaloacétate + Pi 

Malalte + NAD 

Ajout du PEP 

Activité totale 

Temps 

Figure II-I :suivi du NADH au cours du dosage de l'activité PEPC. 

La solution réactionnelle contient : 

Tris/HCI, pH= 7,8 

MnS04 

K2C03 

MDH 

Acétyl-CoA 

NADH 

PEP 

lOO mM 

SmM 

!OmM 

SOU/ml 

O,lmM 

0,15 mM 

2mM 

L'activité de la PEPC est la différence entre l'activité totale et l'activité parasite (figure II-1) qui 

sont mesurées respectivement en présence et en absence de phosphoénolpyruvate dans la 

solution réactionnelle. 
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11.5.4. Dosage l'activité de l'isocitrate déshydrogénase (ICDH) 

L'ICDH transforme l'isocitrate et le NADP en a-cétoglutarate et en NADPH. Le dosage de 

l'activité de cette enzyme est effectué par mesure de l'apparition du NADPH, à 340 nmn et 

à30°C. 

Isocitrate + NADP 
ICDH 

La solution réactionnelle contient : 

Tris tri-carballylique (pH =7,8) 

MnClz 

Isocitrate 

NADP 

a-cétoglutarate + NADPH 

12,5 mM 

0,45 mM 

2,27mM 

!mM 

L'activité ICDH est la différence de la formation de NADPH entre l'activité totale et l'activité 

parasite qui sont mesurées respectivement en présence et absence de l'isocitrate. 

II.5.5. Dosage l'activité de la glutamate déshydrogénase (GDH) 

Le dosage de l'activité de cette enzyme est effectué par mesure de la disparition du NADPH. La 

glutamate déshydrogénase transforme l'a-cétoglutarate, le NH/ et le NADPH en glutamate et en 

NADP. 

GDH a-cétoglutarate +NAD PH + NH4 + __ ____,.,..,. Glutamate+ NADP 

La solution réaction.~"'1elle contient : 

Tris/tricarballylique (pH =7,8) 

NH4CI 

a-cétoglutarate 

NAD PH 

12,5 mM 

37,6mM 

5mM 

2,5mM 

L'activité de la GDH est la différence de la disparition de NADPH entre l'activité totale et 

l'activité parasite qui sont mesurées respectivement en présence et absence de l' a-cétoglutarate. 
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11.5.6. Dosage de l'activité de la pyruvate déshydrogénase (PDH) 

PDH (E~>Ez,E3) 
Acétyl-CoA + COz + NADH Pyruvate + NAD + CoA 

INT + NADH 
E3 

--~--+ INT-formazan + NAD 

La PDH transforme le pyruvate, le NAD et CoA en acétyl-CoA, COz et NADH. Le principe de 

la mesure est basé sur la méthode de Hinman et Blass (1981). Chez C. glutamicum, l'activité de 

la PDH ne peut pas être déterminée en utilisant l'extrait brut en raison d'effet d'inhibition par les 

effecteurs. Un extrait dessalé est donc utilisé. Le NADH formé est oxydé en transférant ses 

électrons sur l'INT par cette même enzyme. L'activité de la PDH est la différence entre l'activité 

totale et l'activité parasite qui sont mesurées respectivement en présence et en absence de 

pyruvate. 

La solution réactionnelle contient : 

Tan3pon phosphate, pH = 7,80 

Mg Ch 

Co A 

NAD 

DTT 

BSA 

TPP 

INT 

Pyruvate 

lOO mM 

5mM 

0,2mM 

2mM 

0,3mM 

1 mg/ml 

0,2mM 

0,6mM 

5mM 

11.5.7. Dosage de l'activité de l'a-cétoglutarate déshydrogénase (ODHC) 

a-cétoglutarate + CoA + NAD 
ODHC 
--~•~ Succinyl-CoA + COz + NADH 

L'ODHC transforme l'a-cétoglutarate, le CoA et le NAD en succinyl-CoA, COz et NADH. La 

méthode de mesure a été mise au point par Shiio et Ujigawa (1980). Comme l'activité de 

l'ODHC est très faible et est difficile à mesurer en raison d'une forte l'activité parasite, le NAD 

est remplacé par l' AP AD (présentant une structure homologue à celle du NAD). L' AP ADH 
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formé est mesuré à 365 mn. La différence entre l'activité totale et l'activité parasite mesurées, 

respectivement, en présence et en absence d'a.-cétoglutarate est l'activité de l'ODHC. 

La solution réactionnelle contient : 

TES /NaOH (30% de glycérol) pH= 7,70 

MgCh 

Co A 

APAD 

TPP 

Cystéine 

a.-cétoglutarate 

11.5.8. Dosage des protéines 

100mM 

SmM 

0,2mM 

1mM 

0,3mM 

3mM 

1mM 

Ce dosage a été réalisé sur les extraits bruts et les extraits dessalés afin de connaître leur 

concentration en protéine afin de déterminer l'activité spécifique des enzymes (en mnollmn.mg 

protéine). Nous avons utilisé la méthode de Bradford (1976). Le bleu de coomassie présent dans 

ie réactif de Bradford (Bio-rad n°500-0006) réagit avec les protéines en solution en formant un 

complexe protéique de couleur bleue qui absorbe la lumière visible à 595 mn. Une gamme étalon 

est réalisée à partir de concentrations croissantes (de 0 à 1 mg/ml) de sérum albumine bovine 

(BSA). 

11.6. Estimation de la capacité de respiration cellulaire par oxygraphie 

La capacité de respiration de la souche bactérienne est mesurée par l'intermédiaire d'une 

électrode à oxygène (V/TV/-multiline P4). La mesme est réalisée dans dü tampon phosphate (3 

g/1 Na2HP04, 6 g/1 KH2P04, 2 g/1 NaCl et 8 g/1 <NH4)2S04,PH = 7,6) contenant 5 g/1 de glucose 

et 0,4 g/1 de biomasse. Cette mesure est réalisée à la même température que celle du milieu de 

culture en bioréacteur avant l'ajout de biomasse. Le milieu de dosage est aéré afin d'obtenir la 

valeur maximum d'oxygène (environ 7 mg/1). Lorsque l'aération est arrêtée, la consommation 

d'oxygène est suivie sur un enregistreur. 3 mesures dans des conditions identiques sont réalisées 

pour chaque échantillon. L'erreur sur cette mesure est de l'ordre de 15%. 
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11.7. Mesure de la taille cellulaire et du potentiel membranaire 

La taille cellulaire et le potentiel membranaire sont mesurés à l'aide d'un cytomètre (Bryte, 

BioRad). Le logiciel utilisé pour analyser les données est WinBryte dévelopé par BioRad. 

11.7.1. Caractéristiques et fonctionnement de l'appareil 

Le cytomètre permet de collecter quatre types de signaux : deux signaux de diffusion aux petits 

et grand angles permettent d'analyser des paramètres physiques des particules (LS1 et LS2) et 

deux signaux de fluorescence des cellules ou des marqueurs utilisés à deux longueurs d'onde 

différentes (FLI et FL2) (figure II-2). Le signal LS 1 permet de mesurer la taille cellulaire, tandis 

que LS2 est considéré comme étant relatif au contenu intracellulaire. Le terme de 

"granulométrie" est parfois utilisé pour le caractériser. 

LS2 

LS1 

Gaine liquide 

d'entraînement 

Suspension 
cellulaire 

Filtre 

Source 
~·, ...... 
,~~,, 

Figure II-2 :principe du fonctionnement de cytomètre. 

FL2 

FLI 

• Source lumineuse: la lampe mercure/xénon (75 W), arc 1 mm, possédant une forte 

puissance d'illumination dans le spectre UV/bleu et dont la durée maximum d'utilisation est de 

1.000 h. 

• Bloc filtre : le bloc filtre ( 450-2311) contient un filtre d'excitation à des longueurs 

d'onde variant de 470-490 nm, un filtre dichroïque à 510 nm et un filtre d'émission laissant 

passer les longueurs d'onde supérieur à 520 nm. Ce filtre est adapté à la mesure du potentiel 
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membranaire utilisant le DiOC6(3) comme marqueur (À-excitation = 488 nm, !.,émission = 520 -

540nm). 

• Acquisition des signaux : cet appareil est équipé avec 4 multiplicateurs 200 - 1 000 

volts, amplification de gains linéaires (1 - 50) et amplification log. 

• Liquide de gaine : un débit d'eau MilliQ de 0,7 1/h est utilisé pour chaque mesure. 

• Débit de l'échantillon : 5 f.Ll/min est utilisé dans ce travail. 

• Calibration: la calibration est faite systématiquement avant chaque série d'analyses afin 

de trouver la valeur de référence de LS1, LS2, FL! et FL2. Des microbilles en polystyrène latex 

marqué, d'un diamètre de 1,5 flill (BioRad) sont utilisées. La calibration doit permettre d'obtenir 

les coefficients de variations de diamètre CV< 0,7% et de fluorescence CV< 1,5%. 

11.7.2. Mesure de la taille cellulaire et de l'autofluorescence 

Les cellules des échantillons de fermentation sont rapidement diluées dans du tampon phosphate 

(Na2HP04 3g/l, KHzP04 6g/l, NaCl 2 g/1, (NH4)2S04 8 g/1, pH = 7,6) pour obtenir une 

concentration cellulaire de 4 à 5 106 cellules/ml. La température est maintenue à la température 

de culture pendant toute la mesure. Trois fois 10.000 événements sont analysés pour chaque 

échantillon. La taille des cellules et l'autofluorescence cellulaire sont mesurées sur LS 1 et FL! 

respectivement. L'autofluorescence cellulaire est la référence permettant de calculer le potentiel 

membranaire. 

H.7.3. Mesure du potentiei membranaire 

La suspension de bactéries est diluée dans du tampon phosphate (NazHP04 3g/l, KHzP04 6g/l, 

NaCl 2 g/1, CNH4)2S04 8 g/1, pH= 7,6) pour obtenir une concentration cellulaire de 4 à 5 106 

bactéries/ml. 500 f.Ll de cette suspension sont marqués en présence d'une solution DiOC6(3) 

(préparée à la concentration de 25 f.LM dans de l'éthanol 95% v/v) afin d'avoir une concentration 

finale de 0,1 f.LM. Le temps de marquage est de 3 min. Une agitation vigoureuse doit être 

maintenue pendant ce marquage. La température est maintenue à la température de culture afin 
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de ne pas perturber les cellules. Trois mesures de 10.000 événements sont analysées pour chaque 

échantillon. Le potentiel membranaire est la différence entre la valeur de la fluorescence des 

cellules marquées et la valeur de l'auto fluorescence. 

11.8. Mesure de la fluidité membranaire 

La fluidité membranaire est un terme subjectif qui décrit le mouvement relatif par diffusion de 

molécules dans la membrane. Pour caractériser l'état de membrane, les biologistes utilisent 

préférablement le terme "fluidité" au lieu le terme "viscosité" parce qu'il explique la 

dynamique de la membrane (Vign et al., 1998). 

Pour mesurer la fluidité membranaire, on utilise des sondes fluorescentes telles que 1,6-

diphenyl-1 ,3,5-hexatriene (DPH) et 1-( 4-(triméthylammonium)-phenyl)-6-phenylhexa-1 ,3,5-

triene (TMA-DPH) (figure II-3). Le DPH s'incorpore dans tous les milieux lipidiques cellulaires 

et peut donc caractériser la fluidité moyenne des lipides cellulaires, alors que le TMA-DPH, 

étant chargé positivement, s'incorpore spécifiquement dans les lipides de la couche externe de 

l'enveloppe cellulaire (Kuhry et al., 1983). Chez C. glutamicum, la couche du lipide externe de 

l'enveloppe cellulaire est une couche d'acides mycoliques (Eggeling et Sahm, 2001). 

L'utilisation de sonde TMA-DPH caractériserait donc la fluidité de cette couche d'acide 

mycolique. 

1 ,6-diphenyl-1 ,3,5-hexatriene 

(DPH) 

1-( 4-(triméthylammonium)-phenyl)-6-

phenylhexa-1 ,3,5-triene (TMA-DPH) 

Figure 11-J : sondes fluorescentes utilisées pour la mesure la fluidité. 

Lmsque le TMA-DPH est incmporé dans un milieu lipidique tei que î'enveloppe cellulaire, 

positionné dans un état excitable et est excitée par un photon de la lumière polarisée 

(photosélectif), il émet de la fluorescence et fait un mouvement "Brownien". La vitesse de ce 

mouvement de la molécule excitée est dépendante de la viscosité du milieu où la sonde est 

localisée. Elle suit l'équation Perrin: 
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f 0 1 r - 1 = K :r 1 YI 

Où fo est la valeur d'anisotropie fondamentale (dans du glycérol à- 60°C, la valeur d'anisotropie 

fondamentale du TMA-DPH est de 0,362), r est l'anisotropie de fluorescence, K est la 

constante, 1/Yj corresponde la fluidité du milieu et l" est le temps de vie d'une molécule 

fluorescente : il dépend du milieu, de la température et de la puissance de la lumière excitatrice. 

Dans ce travail, les valeurs du l" et T] ont pu être mesurées à 1 'aide d'un spectrofluorimètre 

(SLM 48000, USA) équipé avec une lampe xénon 450 W pour l'excitation. Les fréquences de 

modulation de la lumière excitatrice sont de 5 à 90 MHz. L'anisotropie r est, pour sa part, 

mesurée à l'aide d'un fluofluidimètre. Pendant la mesure d'anisotropie, plusieurs molécules 

TMA-DPH positionnées dans un état excitable dans le milieu lipidique sont excitées) et font 

alors des mouvements "Browniens", alors que d'autres molécules de TMA-DPH se 

positionnent et sont excitées les unes après les autres. La valeur d'anisotropie de fluorescence r 

reste donc station;·1aire penda;"lt la mesure. Le principe de mesure de l'anisotropie est décrit dans 

la figure II-4. 

Source Filtre 
polarisé 

Figure II-4: principe de mesure de l'anisotropie de fluorescence. 

I;; 

incidente et l'on observe alors le taux de polarisation de la fluorescence émise parallèlement et 

perpendiculairement. Si le mouvement rotationnel des molécules fluorescentes est faible en 

raison d'une fluidité faible, l'intensité de la lumière stationnaire polarisée émise en parallèle est 

conservée, tandis que la lumière stationnaire polarisée émise perpendiculaire est faible. Dans le 

cas contraire, on constate une diminution ou même une perte totale de l'intensité de la lumière 

polarisée émise parallèle. L'anisotropie est calculée par l'équation suivante : 

61 



Chapitre II: Matériels et méthodes 

r = (11;- G. l..i_) 1 (I11 + 2 . G. l.L) 

Où I;; est la différence de l'intensité de fluorescence polarisée parallèle de cellules marquées 

avec de la sonde TMA-DPH et celle de cellules non-marquées, !_1_ est la différence de l'intensité 

de fluorescence polarisée perpendiculaire parallèle de cellules marquées et celle de cellules non­

marquées, tandis que G est le facteur de correction de l'appareil. 

En pratique, la mesure de l'anisotropie de fluorescence représente la fluidité de l'enveloppe 

cellulaire ou de la membrane lorsque le temps de vie de la molécule fluorescente n'est pas 

modifié pour les différents milieux lipidiques. Dans le cas contraire, le calcul de IIYJ à partir de 

la valeur der et 't sera donc obligatoire afin d'évaluer la fluidité d'un milieu lipidique. 

Dans ce travail, la mesure de l'anisotropie a été réalisée à l'aide du fluofluidimètre AFFIBIO. Les 

échantillons marqués et non-marqués sont excités par la lumière polarisée à 365 nm et les 

intensités de la fluorescence émises parallèlement et perpendiculairement sont mesurées à 425 

nm. Les échantillons de la fermentation sont dilués dans du tampon phosphate (3 g/1 Na2HP04, 6 

g/1 KHzP04, 2 g/1 NaCl et 8 g/1 (NH4)2S04, pH= 7,6) pour obtenir une densité optique de 1 à la 

longueur d'onde de 570 nm. Ces suspensions cellulaires sont immédiatement congelées à- 80°C 

afin d'éviter la modification de la composition membranaire jusqu'à la mesure de l'anisotropie. 

Nous avons vérifié l'effet de la congélation sur la mesure de l'anisotropie et aucun effet n'a été 

obtenu pour 5 mesures de 4 échanti!!ons indépendan.ts. Ces écha.tJ.ti!!ons sont en suite décongelés 

graduellement et remis à la température de culture. Pour mesurer l'anisotropie, 3 ml d'échantillon 

sont marqués avec 3 j.tl de solution TMA-DPH (dissous dans du N,N diméthylforrnamide pour 

ohtenir la concentration fin::tlf': clP.? uM) fMnlP.r.nl~r PrnhPc::. ()rponn Tl~ A) nPnrl!lnt .(\min Tl Pd 
1 "'"- ----------- ------~ ---o---, ----; r------~- ------· -- --~ 

important de noter que le TMA-DPH n'est fluorescent qu'en milieu lipidique après avoir été 

excité et que la membrane est saturée en TMA-DPH après 2 minutes de marquage (Bokas, 

2002). La température de l'échantillon est rigoureusement vérifiée afin d'éviter des erreurs sur la 

valeur d'anisotropie mesurée. 
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CHAPITRE III : ETUDE CINETIQUE DE CORYNEBACTERIUM GLUTAMICUM 

2262 EN CULTURE CONTINUE 

La première partie est consacrée à une analyse cinétique de C. glutamicum thermo-inductible en 

culture continue dans le domaine de température de 33 à 39°C. Les objectifs fixés sont: 

- d'étudier la possibilité de maintenir une production prolongée de glutamate par une mise en œuvre 

en continu de la fermentation, 

- de comparer le comportement cinétique de la souche en culture continue avec celui observé en 

culture semi-continue, 

- d'exploiter les données cinétiques en culture continue pour mieux comprendre et maîtriser les 

processus contrôlant les transitions métaboliques de C. glutamicum entre l'état de croissance et 

celui d'excrétion de glutamate. 

Pour ces cultures continues le milieu de culture utilisé contient un excès de biotine (2 mg/1) et une 

concentration relativement faible de 15 g/1 de glucose afin de mettre en œuvre les cultures en 

limitation de glucose. Le taux de dilution appliqué entre 0,025 et 0,5 h-I, a permis une analyse du 

métabolisme cellulaire dans un domaine élargi de vitesse spécifique de croissance des cellules, 

correspondant à la fois à la phase de croissance et la phase de production de la fermentation 

glutamique. 

Dans un premier temps des cultures continues seront présentées aux températures de 33, 37 et 39°C 

et l'influence du taux de dilution sera décrit sur les principales caractéristiques cinétiques et 

physiologiques de la souche : la croissance cellulaire, la consommation de glucose, la production de 

glutamate, de lactate et de tréhalose, le contenu intracellulaire de glutamate, le potentiel 

membranaire et la taille cellulaire (figure Ill-!). 

Dans un second temps la cinétique à 39°C de C. glutamicum sera comparée en culture continue et 

semi-continue, et une analyse globale de la régulation de la croissance et du métabolisme cellulaire 

sera proposée. 
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Température 
33à41°C 

Taux de dilution 
0,025 à 0,5 h-1 
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Potentiel membranaire 
Taille cellulaire 

Glutamate 

Respiration 

Lactate 
Tréhalose 

Figure III-1 :représentation schématique d'études cinétiques et physiologiques 

réalisées sur C. glutamicum en culture continue. 
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111.1. Etude cinétique de C. glutamicum en procédé continu à 33°C 

Une première fermentation est démarrée par une culture discontinue sur un milieu contenant 15 g/1 

de glucose. Après 8 heures de culture, lorsque le niveau de glucose devient inférieur à 1 g/1, le 

fermenteur est alimenté en continu par un milieu contenant 15 g/1 de glucose à une vitesse de 

dilution de 0,05 h"1 (correspondant à un temps de passage de 20 h). La vitesse de dilution est 

successivement augmentée à 0,1 h"1 après 100 h (temps de passage de 10 h), puis à 0,15 h"1 à 175 h 

(temps de passage de 7 h). Une seconde culture est démarrée en discontinu sur un milieu à 15 g/1 de 

glucose. L'alimentation en continue est mise en route à une vitesse de dilution de 0,3 h"1 après 8 h 

(temps de passage de 3,3 h) pendant 19 h, puis de 0,5 h"1 (temps de passage de 2 h) pendant 10 h. La 

régime pennanente est obtenue après 5 temps de passages. 

Pour ces deux cultures les variations mesurées au cours du temps de la composition du milieu, de la 

concentration intracellulaire de glutamate et du potentiel de membrane sont montrées dans les 

figures III-2 et III-3. Dans la figure III-4 sont reportées les valeurs stabilisées des grandeurs 

cinétiques et physiologiques en fonction du taux de dilution. 

• Croissance cellulaire 

Aux 5 vitesses de dilution étudiées, on observe, après une durée de quelques temps de passage, une 

stabilisation de la culture continue. La vitesse de croissance mesurée de la souche est alors égale à la 

vitesse de dilution. Dans tous les cas le niveau de glucose demeure très faible (inférieur à 0,01 g/1), 

tandis que la concentration stabilisée de biomasse augmente de 5,8 à 10 g/1 avec les taux de dilution 

entre 0,05 et 0,5 h.1
. Une augmentation du rendement de conversion de glucose en biomasse de 0,38 

à 0,65 g/g est observée pour des taux de dilution étudiés. 

• Consommation de glucose 

La vitesse de consommation de glucose augmente de 0,13 à 0,8 g/g.h avec le taux de dilution. 

L'extrapolation à taux de croissance nul donne une vitesse spécifique de consommation de glucose 

pour la maintenance de 0,06 g/g.h. Ce résultat suggère qu'aux faibles taux de dilution la vitesse de 
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consommation de glucose pour la maintenance représente un pourcentage important (près de 50 % 

pour le taux de dilution de 0,05 h"1
) de la vitesse d'apport du glucose dans le milieu de culture. Il 

peut ainsi expliquer la diminution observée aux faibles taux de dilution du rendement de conversion 

de glucose en biomasse. 

0=0,05 h"1 0,1 h"1 0,15 h"1 
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Figure III-2 : cinétiques au cours de temps de culture continue de C. glutamicum à 

33°C et à taux de dilution de 0,05 à 0,15 h-1
• 
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Figure III-3 : cinétiques au cours de temps de culture continue d~ C. glutamicum à 

33"C t:i à taux ùe ùiimion ùe û,3 et û,5 h ! 
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Figure III-4 : effet du taux de dilution sur des cinétiques de C. glutamicum 

à l'état équilibre à 33°C. 
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• Excrétion de métabolites 

Dans aucune des conditions nous n'avons observé d'excrétion de glutamate, lactate ou tréhalose dans 

le milieu à 33°C. 

• Accumulation du glutamate intracellulaire 

Au cours des deux cultures continues le niveau de glutamate intracellulaire demeure relativement 

stable à un niveau élevé proche de la valeur mesurée pendant la culture à 33°C en présence abondant 

de glucose. Il semble diminuer légèrement lorsque Je taux de dilution croit de 0,05 à 0,5 h-1
. Ceci 

pourrait être du à une demande accrue de glutamate intracellulaire pour la synthèse de biomasse aux 

plus fortes vitesses de croissance. 

• Potentiel membranaire 

Le potentiel membranaire, mesuré par cytométrie en flux, augmente linéairement de 34 à 46 unités 

de fluorescence lorsque le taux de dilution, et donc la vitesse spécifique de croissance, passe de 

0,05 à 0,5 h"1
• 

• Taille des cellules 

Aucune modification de la taille moyenne cellulaire, mesuré par cytométrie de flux, n'a été mise en 

évidence aux différents taux de dilution testés à 33°C. 

111.2. Etude cinétique de C. glutamicum en procédé continu à 37°C 

Deux cultures continues ont été réalisées à 37°C, à 4 taux de dilution entre 0,025 et 0,3 h-1
• Nous 

avons suivi, comme pour les culiures à 33°C, les paramètres suivants: la biomasse, le glucose, le 

glutamate, le lactate, le tréhalose, le glutamate intracellulaire, le potentiel membranaire et la taille 

cellulaire. Les évolutions au cours du temps de ces grandeurs sont montrées dans les figures ill-5 et 
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III-6. La figure III-7 rapporte les valeurs stabilisées des grandeurs cinétiques et physiologiques en 

fonction du taux de dilution. La régime permanente est atteinte après 5 temps de passages. 
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Figure III-5 : cinétiques au cours de temps de culture continue de C. glutamicum à 

37°C et à taux de dilution de 0,025 et 0,05 h-1
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Figure ill-6 : cinétiques au cours de temps de culture continue de C. giutamicum à 

37°C et à taux de dilution de 0,15 et 0,3 h-1
• 
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Figuïe ITI-7 : effet du taux de dilution sur des cinétiques de C. glutamicum 

à l'état équilibre à 37°C. 
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• Croissance cellulaire 

Les deux cultures atteignent une régime permanente après environ 5 temps de passage pour les taux 

de dilution étudiés entre 0,025 et 0,3 h-1
, les vitesses spécifiques de croissance devenant alors égales 

aux taux de dilution imposés. La concentration de biomasse et le rendement de conversion de 

glucose en biomasse augmentent, respectivement, de 3,2 à 5,2 g/1 et de 0,2 à 0,45 glg avec 

l'augmentation du taux de dilution de 0,025 à 0,3 h"1
• 

• Consommation de glucose 

Le glucose est totalement pendant toute la culture en mode continu. La vitesse spécifique de 

consommation de glucose augmente de 0,12 à 0,63 g/g.h avec le taux de dilution. A cette 

température de 37°C, la vitesse spécifique de consommation de glucose pour la maintenance, 

extrapolée à croissance nulle, est de 0,085 g/g.h. 

• Excrétion de métabolites 

Le glutamate est produit très faiblement à 37°C (0,2 g/1 au taux de dilution 0,3 h-1
) et négligeable 

pour les autres taux de dilution. Aucune excrétion de lactate ou de tréhalose n'est détectée. 

• Accumulation du glutamate intracellulaire 

Le glutamate intracellulaire est maintenu à un niveau assez élevé d'environ de 50 mg/g biomasse 

sèche pour les taux de dilution entre 0,05 et 0,3 h-1
• 

• Potentiel membranaire 

Le potentiel membranaire augmente de 32 à 40 UF avec l'augmentation du taux de dilution de 0,025 

à0,3 h-1
• 
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• Taille des cellules 

La taille moyenne de cellules, quel que soit le taux de dilution, reste constante 1,1 UA (unité 

arbitraire) en culture continue à 3rC et à taux de dilution de 0,025 à 0,3 h-1
• 

111.3. Etude cinétique de C. glutamicum en procédé continu à 39°C 

Les fermentations sont démarrées de manière discontinue à 33°C sur un milieu à 15 g/1 de glucose. 

Après 4 à 8 h, lorsque le glucose est pratiquement consommé, la culture est alimentée en continue 

par un milieu à 15 g/1 de glucose et la température est élevée à 39°C. Les cinétiques ont été étudiées 

pour 4 cultures continues: 

-Une culture à une vitesse de dilution de 0,1 h-1
• 

- Trois cultures à une ·vitesse de dilution de 0, 05 h-1
, destinées à vérifier la reproductibilité des 

résultats obtenus. 

Pour la culture à taux de dilution de 0,1 h-1
, une élévation de température de 33 à 39°C provoque 

chez C. glutamicum 2262 une excrétion de glutamate, qui en culture continue est maintenue pendant 

une période de 50 h. Cependant la souche a un taux de croissance très faible en limitation de 

glucose, ce qui provoque son lessivage du fermenteur. 

111.3.1. Etude cinétique de la culture continue de C. glutamicum à 39°C et un taux de 

dilution de 0,05 h-1 

Pour l'une des trois cultures effectuées à un taux de dilution de 0,05 h-1
, les variations mesurées au 

cours du temps des concentrations de biomasse, de glucose, de glutamate, de lactate et de tréhalose 

rians ie milieu, ainsi que les viiesses spécifiques correspondantes âe productiOn et de consommation 

sont montrées dans la figure ill-8. Dans la figure ill-9 sont indiquées les variations au cours du 

temps des rendements de Cûnversion de glucose en biomasse et glutamate, de la concentration 

intracellulaire de glutamate, de la taille moyenne des cellules, et de la vitesse spécifique de 
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respiration. Pour les deux autres cultures au même taux de dilution de 0,05 h-1
, les résultats sont 

montrés en Annexes 1. 
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Figure ill-8 : cinétiques de C. glutamicum en culture continue à 39°C et 

à taux de dilution de 0,05 h-1
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T = 39°C, D = 0,05 h-1 
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Figure III-9 : cinétiques de C. glutamicum en culture continue à 

39°C et à taux de dilution de 0,05 h-1
• 
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e Croissance cellulaire 

L'augmentation de la température de 33 à 39°C provoque un arrêt quasi-instantané de la croissance 

cellulaire. Dans ces conditions la biomasse, qui atteint 10 g/1 en fin de culture discontinue à 33°C, 

est d'abord progressivement lessivée sur une période de 50 h pour atteindre 1 g/1. Dans un second 

temps on observe un redémarrage de la vitesse de croissance cellulaire qui se stabilise à une valeur 

de 0,05 h"1
• Ceci résulte en une remontée de la concentration de biomasse qui atteint un niveau stable 

de 3,2 g/1 après 110 h de culture. Dans ces conditions le rendement de conversion de glucose en 

biomasse, qui est de 0,5 g/g en fin de la culture initiale à 33°C, atteint un niveau plus faible de 0,22 

g/g. 

• Consommation de glucose 

Durant les 30 premières heures de culture continue, le niveau de glucose est pratiquement nul. A 

partir de 40 h on observe une montée jusqu'à 10 g/l du niveau de glucose résiduel, qui coïncide avec 

le niveau faible de biomasse dans le fermenteur. Après 90 h, quand le niveau de biomasse augmente, 

la concentration de glucose diminue à nouveau et se stabilise à un niveau très faible pour le restant 

de la culture. Durant la même période la vitesse spécifique de consommation de glucose augmente 

puis diminue en même temps que la concentration de glucose. Elle se stabilise à 0,22 g/g.h en fin de 

culture. 

• Excrétion de glutamate 

L'excrétion de glutamate commence 2 h après le choc de température. La concentration de glutamate 

augmente jusqu'à 6 g/1 sur la période de 10 à 35 h et puis diminue à 4 g/1 à 95 h. De 100 h à 120 h, la 

concentration de glutamate remonte à 6 g/1, puis retombe définitivement pour le reste de la culture. 

Cette variation de la concentration de glutamate résulte du fait que la vitesse spécifique de 

production de glutamate augmente après le choc de température pour atteindre un maximum de 0,4 

g/g.h à 30 h. Dans un second temps elle diminue puis remonte pour atteindre un second maximum 

de 0,4 g/g.h à 90 h. Par la suite la vitesse diminue progressivement jusqu'à s'annuler après 130 h. 
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• Excrétion de lactate 

Le lactate est produit à partir de 10 h avec une vitesse spécifique de production relativement faible _ 

de l'ordre de 0,01 g/g.h. La vitesse augmente ensuite jusqu'à 0,1 g/g.h à 50 havant de retomber à 

des valeurs proches de celle mesurée initialement. II est intéressant de noter que l'excrétion de 

lactate est la plus intense pendant la période de la culture continue où la croissance est très faible et 

où Je glucose est présent en excès dans le milieu de culture. Dans ces conditions la concentration 

maximale de lactate excrétée est de 1,5 g/1 à 50 h. 

• Excrétion de tréhalose 

Une faible excrétion de tréhalose est observée sur la période de 35 à 100 h. La concentration 

maximale de tréhalose excrété est de 0,1 g/1 à 90 h, correspondant à une vitesse spécifique maximale 

de production de 0,005 g/g.h. On peut noter que Je tréhalose est excrété lorsque la concentration de 

glucose est la plus élevée dans le milieu de culture. En forte limitation de glucose, au contraire, les 

cellules n'excrètent pas de tréhalose. 

• Glutamate intracellulaire 

Le glutamate intracellulaire présente un niveau de 80 mg/g lorsque les cellules sont en phase 

exponentielle de croissance à 33°C. Après Je choc de température, Je glutamate intracellulaire 

diminue pour atteindre environ 30 mg/g après 30 h. Dans un second temps Je glutamate 

intracellulaire remonte transitoirement à 80 mg/g puis se stabilise à 60 mg/g à partir de 140 h. 

• Potentiel membranaire 

Le potentiel membranaire moyen des cellules diminue après Je choc température de 52 à 30 UF 

(unité de fluorescence) sur la période de lü à 35 h. A partir de 50 h, ie potentiel membranaire 

remontre à 40 et se stabilise à ce niveau pour les dernières heures de culture. 
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• Taille cellulaire 

La taille moyenne des cellules, qui est de 1,1 UA (unité arbitraire) en culture discontinue à 33°C, 

diminue après le choc de température en culture continue à 0,8 UA sur l'intervalle de temps entre 10 

et 75 h. La taille augmente ensuite progressivement jusqu'à une valeur proche de la valeur initiale. 

Part cytométrie de flux nous avons aussi déterminé l'évolution au cours du temps de la distribution 

des tailles des cellules de C. glutamicum en culture continue (figure III-10). 

A:4h B : 30 h : C : 48 h D: 58 h 

~~ 

Taille de cellules, UA 

Figure III-! 0 : évolution de la taille cellulaire au cours de culture continue à 

39°C et à taux de dilution de 0,05 h.1
• 

En fin de phase de croissance à 33°C, les cellules ont toutes une grande taille. Après l'augmentation 

ae la-température à 39°C; on observe une diminution de taille pour la grande majorité des cellules. 

~~éa.üiîîûill5 iiiî~ faible pi"üpûillûu ~ciilÙic ~un:scrver la iaiHe initiale. Après 5û h âe cuïture, îa 

proportion des cellules de grande taille croît progressivement pour devenir prépondérante en fin de 

culture. 
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111.3.2. Interprétations des cinétiques de cultures continues de C. glutamicum à 39°C et à 

D=O,OS h"1 

La culture continue à 39°C et à un taux de dilution de 0,05 h"1 a montré un comportement cinétique 

intéressant Elle est notamment caractérisée par une diminution puis une remontée du niveau de 

cellules, une montée transitoire du glucose dans le milieu de culture, une excrétion durant une 

centaine d'heures de glutamate, de lactate et de tréhalose, ainsi que par deux augmentations et 

diminutions successives de la vitesse d'excrétion de glutamate. Ces caractéristiques cinétiques de C. 

glutamicum en culture continue ont été confirmées par les résultats de deux expériences 

supplémentaires effectuées au même taux de dilution de 0,05 h"1 et à la même température à 39°C. 

Dans cette partie nous proposons une interprétation des phénomènes observés. 

• Comportement dynamique de la concentration cellulaire 

Après Je passage de 33 à 39°C, la première phase de diminution de la concentration en biomasse, qui 

est similaire à celle observée au taux de dilution de 0,1 h"1
, résulte d'un phénomène de lessivage des 

cellules du fermenteur continu. En effet, les cellules à 39°C, et en forte limitation de glucose ont une 

vitesse spécifique de croissance inférieure au taux de dilution de 0,05 h-1
• En conséquence, elles sont 

progressivement lessivées sur une durée de 20 h à taux de dilution de 0,1 h-1
• 

Pendant la culture à 39°C et à taux de dilution de 0,05 h"1
, la remontée dans un second temps de la 

concentration cellulaire peut être expliquée par une colonisation de la culture continue par une 

population cellulaire possédant de meilleures propriétés de croissance. L'étude de la distribution des 

tailles de cellules montre qu'au moment du choc de température, si la grande majorité des cellules de 

C. glutamicum sont transformées en cellules excrétrices ayant une plus petite taille, une très faible 

proportion des ceîîuîes conservent une grande taille et pourrait donc ne pas être transformées en 

cellules excrétrices. Ces cellules résistantes au choc de température, non excrétrices de glutamate, 

seraient aussi caractérisées par une vitesse spécifique de croissance supérieure à ceiie des ceiiules 

excrétrices. En limitation de glucose en culture continue à 39°C, la vitesse spécifique de croissance 

des cellules résistantes demeure probablement inférieure à 0,1 h-1
• Par conséquent, au cours d'une 

80 



Chapitre III: Etude cinétique 

culture continue à une vitesse de dilution de 0,1 h-1
, ces cellules sont lessivées en même temps que 

les cellules excrétrices. Mais si dans les conditions de culture leur vitesse spécifique de croissance 

est supérieure à 0,05 h.1
, ces cellules peuvent progressivement se développer dans une fermentation 

continue à un taux de dilution de 0,05 h-1
• Les cellules excrétrices étant lessivées, on assiste à une 

colonisation de la culture continue, sur une centaine d'heures, par les cellules résistantes au choc de 

température. 

En conséquence la variation au cours du temps du niveau cellulaire au faible taux de dilution de 

0,05 h-1 peut être interprétée comme une compétition dynamique en système continu de deux 

souches excrétrices et non-excrétrices de C. glutamicum possédant des taux de croissance différents, 

respectivement inférieures et supérieures au taux de dilution. 

• Dynamique du comportement excréteur de glutamate à 39°C et à taux de dilution de 

O,Osb-1 

Pour l'interprétation du comportement dynamique de la concentration de glutamate dans le milieu, 

comprenant deux montées et descentes successive, nous proposons un phénomène de compétition 

métabolique entre la production de glutamate et de lactate chez les cellules excrétrices. En d'autres 

termes, lorsque les cellules synthétisent et excrètent du lactate, elles disposent de moins de glucose 

pour la synthèse de glutamate. Pour conforter cette hypothèse, nous avons calculé les besoins en 

glucose pour la synthèse des différents composés présents dans le milieu de culture à chaque instant 

du procédé continu réalisé à 39°C et à taux de dilution de 0,05 h-1
• Les résultats sont montrés dans la 

figwe III-11 et en arwexes 1 pour les deux autres cultures. Sur ia figure ill-11, la vitesse spécifique 

mesurée de consommation du glucose monte progressivement jusqu'à 0,5 g/g.h après le choc de 

température, puis i!imiriue pour se stabiliser à 0,25 g/g.h. 

Nous avons ensuite déterminé les vitesses spécifiques théoriques d'utilisation du glucose pour la 

formation de biomasse et de métabolites excrétés (Matériel et I'v1éthûdes). La vitesse spécifique de 

consommation du glucose pour la croissance est calculée comme le produit de la vitesse spécifique 
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de croissance et de la demande théorique de glucose pour la synthèse de biomasse, estimée à 1,67 g 

glucose par 1 g biomasse. 

La vitesse spécifique de consommation du glucose pour la synthèse de glutamate est calculée comme 

le produit de la vitesse spécifique d'excrétion de glutamate et de la demande théorique de glucose 

pour la synthèse de glutamate, estimée à 1,22 g glucose par 1 g glutamate. De même la vitesse 

spécifique de consommation du glucose pour la synthèse de lactate est calculée comme Je produit de 

la vitesse spécifique d'excrétion de lactate et de la demande théorique de glucose pour la synthèse de 

lactate, estimée à 1 g glucose par 1 g lactate. 
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Figure ill-Il :comparaison de la vitesse spécifique de consommation de glucose théorique 

(calculée) et celle mesurée de cellules cultivées à 39°C et à taux de dilution 0,05 h-1
• 
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Sur la figure ill -11 est reportée la vitesse théorique globale d'utilisation du glucose, calculée comme 

la somme des vitesses théoriques de consommation du glucose pour la synthèse de biomasse, de 

glutamate et de lactate. La contribution de l'excrétion du tréhalose à la demande de glucose est 

considérée comme négligeable du fait de la faible valeur de la vitesse spécifique d'excrétion du 

tréhalose. 

On observe que durant les 110 premières heures de la culture continue (période durant laquelle le 

glutamate est excrété), la vitesse théorique globale d'utilisation de glucose est, aux incertitudes 

expérimentales près, identique à la vitesse spécifique mesurée de consommation de glucose. Ce 

résultat vient conforter l'approche de la décomposition de la vitesse globale de consommation du 

glucose en contributions individuelles pour la synthèse de biomasse et de métabolites excrétés. Dans 

la dernière phase de la culture continue, caractérisée par le développement des cellules résistantes 

non-excrétrices, la vitesse théorique calculée de 0,08 g/g.h est très inférieure à la vitesse spécifique 

mesurée de consommation du glucose de 0,23 g/g.h. Cette différence peut être attribuée à une 

contribution supplémentaire de consommation de glucose pour la maintenance, voisine de 0,15 

g/g.h, qui est particulièrement élevée pour ces cellules résistantes. 

D'autre part, pendant la phase d'excrétion des métabolites (entre 20 et 60 h), la synthèse de lactate 

provoque une déviation du flux de glucose, qui sera par conséquent moins disponible pour la 

synthèse de glutamate. En conséquence, nous pouvons postuler que dans un environnement donné la 

cellule excrétrice possède une capacité maximale de consommation du glucose qui est notanunent 

déterminée par le niveau de glucose dans le milieu de culture. Et dans ces conditions l'utilisation 

d'une partie du glucose pour la synthèse et l'excrétion du lactate réduit îe tïux de glucose disponible 

pour la synthèse de glutamate. 

:::::::.3.3. Cu:tui-i w;u ûi.3(:üïtih.i.u ùr~ \:eiiuie~ séiecîionnées en fin àe ïa cuiture continue à 39vC 

Afin de vérifier les caractéristiques métaboliques des cellules qui ont finalement colonisé la culture 

continue au taux de dilution de 0, 05 h-1
, nous avons ajouté en fin de culture une solution de glucose 

préalablement chauffée à 39°C et réalisé une fermentation discontinue sur une période de 10 h. Les 
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variations mesurées au cours du temps des concentrations de biomasse, de glucose et de glutamate 

sont montrées figure III-12. 

Le glucose, initialement à une concentration de 22 g/1, est rapidement consommé en 4 h. Dans le 

même temps, la concentration de biomasse augmente de 3 à 8 gll. Ce qui correspond à un rendement 

de conversion du glucose en biomasse de 0,22 g/g, valeur identique à celle trouvée pour ces cellules 

en fin de culture continue. Après l'ajout de glucose discontinu le glutamate n'est que très faiblement 

excrété à moins de 1 g/1. Le glutamate du milieu est par la suite re-consommé par les cellules lorsque 

le glucose est épuisé. A noter que le glutamate intracellulaire demeure à un niveau élevé de 60 mg/g. 
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Figure III-12 : effet de glucose sur la cinétique des cellules sélectionnées de la culture 

continue à 39°C et à taux de dilution de 0,05 h'1• 
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En conséquence le comportement cinétique après l'ajout d'une quantité de glucose confirme que les 

cellules sélectionnées en fin de culture continue à 39°C ont en grande partie perdue la capacité 

d'excrétion du glutamate à cette température. 

111.3.4. Culture en continu aux températures de 39°C et 41 °C à D = 0,05 h"1 des cellules 

sélectionnées en fin de la culture continue à 39°C à D = 0,05 h"1 

Dans une expérience supplémentaire, les cellules non productrices sélectionnées ont été recultivées 

en continu à une faible vitesse de dilution de 0,05 h-1 en limitation de glucose. La culture est 

démarrée en discontinu à 33°C avec 15 g/1 de glucose initial. La culture continue est ensuite 

maintenue à 39°C pendant 120 h, puis à 41 °C jusqu'à 180 h. Les évolutions mesurées au cours du 

temps des concentrations de substrats et de produits, des vitesses spécifiques de consommation et 

production, des rendements de conversion et du glutamate intracellulaire sont montrées dans les 

figures III-13 et III-14. 

• Croissance cellulaire 

Après l'augmentation de la température de 33 à 39°C, la vitesse spécifique de croissance dans un 

premier temps baisse de 0,55 h-1 jusqu'à une valeur proche de. 0,015 h-I, puis remonte 

progressivement pour atteindre 0,05 h-1, la valeur du taux de dilution. Dans Je même temps, la 

biomasse diminue de Il g/1 à une valeur stable voisine de 4 g/1. Dans ces conditions le rendement de 

conversion de glucose en biomasse est près de 0,2 g/g, identique que celle obtenue précédemment 

pour ces cellules. Lorsqu'à 160 h la température de cuiture est augmentée à 41 oc, la croissance 

s'arrête progressivement, et la biomasse est lessivée du fermenteur. 

Pendant la culture continue le glucose demeure à un niveau très faible d'environ 0,02 g/1 et la vitesse 

spécifique de consommation se stabilise à 0,2 g/g.h. L'augmentation de la température à 41 °C, 
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entraîne une augmentation de la vitesse de consommation de glucose jusqu'au lessivage final des 

cellules. 
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Figure illcl3: cinétiques en culture continue à 39 et 41 oc et à taux de dilution de 0,05 h'1 

des cellules sélectionnées de la culture continue à 39°C et à taux de dilution de 0,05 h'1• 
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T = 39°C, D = 0,05 h" 1 41°C, 0,05 h"1 
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Figure III-14: cinétiques en culture continue à 39 et 41 oc et à taux de dilution de 0,05 h"1 

des cellules sélectionnées de la culture continue à 39°C et à taux de dilution de 0,05 h-I. 

• Excrétion de glutamate, du lactate et du tréhalose 

D!!r~t !~ G!!!t":.!:e :l 39°C l~:; cxcrétiûii5 d0 glutruü&le, laC;iitü; ci inShaiose àemeurent négiigeabies. Le 

passage à 41 oc, par contre, entraîne une excrétion des trois métabolites qui atteignent des 

concentrations maximales de 2 g/1 pour le glutan1ate, 0,5 g!l poür le lactate et 0,05 g/1 pour le 

tréhalose. Le glutamate est ainsi produit à une vitesse spécifique relativement faible de 0,15 g/g.h 

avec un rendement maximum de 0,4 glg. La production de lactate apparaît pendant l'arrêt de 
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croissance, tandis que le tréhalose est produit en période d'excès de glucose dans le milieu de 

culture. 

• Glutamate intracellulaire 

A 39°C, le niveau de glutamate intracellulaire se stabilise à 65 mg/g valeur identique à celle 

retrouvée au cours des fermentations précédentes des cellules non excrétrices. Quand la température 

de culture est augmentée à 41 ac, l'excrétion de glutamate résulte en une baisse du niveau de 

glutamate intracellulaire jusqu'à 20 mg/g. 

En conclusion, les cellules non-excrétrices précédemment sélectionnées en culture continues à 39°C 

conservent leurs propriétés quand elles sont remises en culture continue à 39°C. Par contre, elles 

retrouvent en partie leur capacité d'excrétion du glutamate quand elles sont soumises à une 

température plus élevée de 41 °C. 

111.4. Comparaison des cinétiques de C. glutamicum productrices de glutamate en cultures 

continue et semi-continue à 39°C 

Dans une dernière partie nous avons comparé la cinétique de C. glutamicum 2262 en culture 

continue à 39°C et au taux de dilution de 0,05 h"1 à la cinétique de la même souche en culture semi­

continue à 39°C dans des conditions de production maximales de glutamate. Les deux fermentations 

sont démarrées en discontinu à 33°C pour une propagation initiale de biomasse. Après 8 heures, la 

température est portée à 39°C et ralimentation de milieu est mise en route. 

Par rapport à la culture continue, le fonctionnement de la fermentation semi-continue se caractérise 

par ôeux ôiîîérences: 

- une absence de soutirage de milieu, ce qui élimine les phénomènes de lessivage cellulaire et résulte 

en une accun1ülatiûn de glutamate, 

-un niveau initial de glucose plus élevé (60 g/1 au lieu de 15 g/1), et une alimentation plus rapide en 

glucose. Ceci résulte d'abord en une concentration plus élevée de glucose au moment du choc de 
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température (50 g/1 pour le semi-continu, 0,01 g/1 pour le continu), ensuite en niveau plus élevé 

durant les 20 h suivantes (entre 5 et 10 g/1 pour le semi-continu et moins de 0,02 g/1 pour le 

continu). 

Sur les figures III-15, III-16 et III-17, sont comparées les données cinétiques et physiologiques au 

cours des deux fermentations. 

• Croissance cellulaire 

Pour les deux fermentations, l'augmentation de température de 33 à 39°C provoque un 

ralentissement puis un arrêt de la croissance. Le ralentissement est plus rapide dans les conditions de 

forte limitation en glucose du continu. En absence de soutirage des cellules, le niveau de biomasse 

augmente au cours du semi-continu, alors qu'il diminue au cours du continu. Par contre les 

évolutions du rendement de conversion de glucose en biomasse sont similaires pour les deux 

fermentations. 

• Consommation de glucose 

La vitesse spécifique de consommation de glucose est toujours plus élevée en semi-continu du fait 

de la plus forte concentration en glucose dans le milieu. 

• Excrétion de glutamate 

Pour les deux fermentations la montée de température de 33 à 39°C provoque une excrétion du 

glutamate. Mais la vitesse spécifique d'excrétion augmente beaucoup plus rapidement en semi-

~0!!!!!!!! 0!1 !es cel!!!!es ~~!!t expv:;éc;; à üü.ç cuiiceu.tn:a.tiou plus élevée en giucose. Par contre les 

rendements de conversion de glucose en glutamate sont voisins pour les deux fermentations. Pour la 

fermentation semi-continue, une différence majeure est !'accumulation du glutaiï1ate excrété dans Je 

milieu, qui atteint 90 g/1 après 25 h. Ce qui provoque l'arrêt de la fermentation et de l'excrétion. Pour 

la fermentation continue, au contraire, le niveau de glutamate ne dépasse pas 6 g/1, et l'excrétion du 

89 



Chapitre III : Etude cinétique 

glutamate peut être maintenue durant une centaine d'heure, jusqu'au lessivage des cellules 

excrétrices. 
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Figure III-16: comparaison des vitesses spécifiques à 39°C de la culture continue 

à taux de dilution de 0,05 h-1 et semi-continue. 
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Figure III-17 : comparaison des cinétiques à 39°C de la culture continue à taux 

de dilütiûn de 0,05 h-1 et semi-continue. 
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• Excrétion de lactate 

En semi-continu, le lactate n'est produit qu'en fin de culture, lorsque la croissance cellulaire est 

suffisamment ralentie, pour atteindre un niveau de 5 g/L. En continu, le lactate est aussi excrété en 

période de réduction de la vitesse spécifique de croissance et d'accumulation transitoire de glucose 

dans le milieu, mais son niveau ne dépasse pas 1,5 g/1 

• Excrétion du tréhalose 

En culture semi-continue, l'excrétion de tréhalose jusqu'à 8 g/1 est favorisée par le niveau élevé de 

glucose, alors qu'elle reste très faible en culture continue limitée en glucose. 

• Glutamate intracellulaire 

Dans les deux fermentations, après le choc de température le niveau de glutamate intracellulaire 

diminue à une valeur voisine de 40 mg/g, cette diminution étant cependant beaucoup plus rapide en 

semi-continu dû à une excrétion plus intense du glutamate. 

• Potentiel membranaire 

De même pour les deux modes de culture, le potentiel membranaire chute après le choc de 

température, la diminution étant à nouveau beaucoup plus rapide en semi-continu. 

En conclusion, le comportement cinétique à 39°C de C. glutamicum en cultures semi-continue et 

continue montre beaucoup de similitudes au-niveau de la transition métabolique entre les phases de 

~r0iss!!!!!:e et d'e~crét!::::;., de l~ p:tGdü.ctivîî des tïûis prÏnçipaux métaboiites glutamate, lactate et 

tréhalose, de l'évolution de grandeurs physiologiques comme le potentiel de membrane, la taille des 

cellules et le contenu intracellulaire en glutamate. Toutefois les processus métaboliques se déroulent 

à une plus faible vitesse en culture continue du fait d'une concentration de glucose fortement 

limitante. Par ailleurs le soutirage en continu du glutamate formé permet de prolonger la phase de 
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production de glutamate jusqu'à une centaine d'heures à une vitesse de dilution de 0,05 h-1
, l'arrêt de 

la production de métabolites étant provoqué par le lessivage des cellules excrétrices. 

111.5. Conclusion sur l'apport des cultures continues à la connaissance des caractéristiques 

cinétiques de C. glutamique 2262 thermo-inductible 

En conclusion de cette première partie nous proposons une discussion générale des principales 

caractéristiques cinétiques de C. glutamicum 2262 dans les conditions de croissance et d'excrétion de 

glutamate telles qu'elles ont été observées au cours des cultures continues et précéderrunent dans des 

cultures discontinue et semi-continue (Lapujade, 2000). 

• Croissance cellulaire 

Les cultures continues réalisées en limitation de glucose ont d'abord permis de préciser l'influence 

limitante de la concentration de glucose sur la vitesse spécifique de croissance. Si en culture 

discontinue ou semi-continue, les cellules se développent initialement à un taux de croissance de 

l'ordre de 0,6 h-1
, en culture continue à 33 et 37°C les cellules ont pu être maintenues sur des 

périodes de plusieurs dizaines d'heures à des taux de croissance inférieurs, compris entre 0,5 et 0,025 

h-1
• Cette réduction du taux de croissance n'est cependant obtenue qu'à des concentrations de glucose 

très basses, inférieures à 0,1 g/1. 

L'ensemble des études effectuées en cultures discontinues et continues ont également confirmé la 

forte int1uence d'un choc de température sur ia croissance de C. glutamicum 2262. Une montée de 

température de 33 à 39°C provoque une diminution du taux de croissance de 0,6 h-1 à moins de 0,05 

h"1 sur une période de quelques heures. 

Par ailleurs les cultures continues ont également mis en évidence une hétérogénéité de population 

dans la préparatiûn cellulaire étudiée. Lors du choc de température, Uile faible proportion des 

cellules n'excrètent pas de glutamate, ce qui leur permet de se maintenir à un taux de croissance 
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supérieur à celui des cellules excrétrices, et ainsi d'être finalement sélectionnées dans ces cultures 

continues à une vitesse de dilution de 0,05 h-1
• 

• Consommation de glucose 

Pour la cinétique de consommation de glucose, l'ensemble des résultats obtenus en fermentations 

continues et discontinues, montrent les caractéristiques suivantes de C. glutamicum 22<J2 : 

- Dans des conditions de non excrétion de glutamate, la vitesse spécifique de consommation du 

glucose augmente avec la vitesse de croissance. 

-Pour les cellules en condition de croissance (à 33 et 39°C), le rendement de conversion de glucose 

en biomasse atteint une valeur maximale de 0,6 g/g aux fortes vitesses de croissance. En limitation 

de glucose, par contre, on observe une importante diminution de ce rendement de conversion avec la 

diminution du taux de croissance, jusqu'à une valeur de 0,2 g/g (figure ill-18). 
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Figure ill-18: relation entre la vitesse spécifique de croissance et le rendement de conversion 
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Ce résultat suggère l'existence d'une importante consommation de glucose pour la maintenance 

cellulaire, qui, aux faibles vitesses de croissance, représente une proportion importante de la 

consommation globale de glucose. 

Figure III-19 : effet de la température de culture sur la vitesse spécifique de 

consommation de glucose pour la maintenance. 

- La demande de glucose pour la maintenance, déterminée en extrapolant à vitesse de croissance 

nulle la vitesse spécifique de consommation du glucose, a été déterminée en culture continue à 

différentes températures. Les valeurs obtenues (figure III-19), indiquent une augmentation 

importante avec la température de cette maintenance cellulaire, de 0,05 g/g.h à 33°C jusqu'à 1,5 

g/g.h à 39°C. Ce phénomène explique les diminutions de rendement de conversion de glucose en 

biomasse observées aux températures les plus élevées. 

• Excrétion de glutamate 

être résumées comme suit : 

~ Les vitesses maximales d'excrétion de C. glutamicum 2262 mesurées à différentes températures et 

modes de cultures (figure III-20) montrent que dans les conditions de non-limitation de glucose du 

discontinu, la vitesse spécifique d'excrétion augmente rapidement avec la température entre 36 et 
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39°C pour atteindre 0,8 g/g.h. En cultures continues limitées en glucose, les vitesses d'excrétion 

augmentent également avec la température mais sont plus faibles et ne dépassent pas 0,4 g/g.h à 

39°C. Cependant, l'excrétion de glutamate peut être maintenue sur des périodes plus longues en 

cultures continues dans des conditions de non accumulation du glutamate dans le milieu, ce qui 

confirme le rôle dominant du glutamate extracellulaire sur l'arrêt de la production de glutamate en 

cultures discontinues (Lapujade, 2000). Des diminutions de vitesse d'excrétion de glutamate en 

limitation de glucose ont été observées pour d'autres souches de C. glutamicum dont l'excrétion est 

induite par une carence de biotine en culture discontinue (Gutmarm et al., 1992). Ceci est interprété 

par une diminution du niveau d'ATP, pendant la limitation de glucose, qui est nécessaire pour 

1' exporteur de glutamate (Gutmann et al., 1992). 

34 36 
Température, oc 

38 40 

Figure ill-20 :effet de la température de culture sur la vitesse spécifique maximale d'excrétion de 

glutamate en fermentation continue ( o) et discontinue ( •) (Lapujade et al., 1999). 

- Le rendement de conversion de glucose en glutamate est de l'ordre de 0,5 à 0,6 glg pour les deux 

modes de culture discontinus et continus. 

• Excrétion de lactate 

Les résultats des cultures discontinues et continues indiquent que le lactate peut être excrété 

simultanément au glutamate, mais uniquement aux très faibles vitesses de croissance, inférieures à 
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0,05 h-1
• La vitesse d'excrétion du lactate est aussi favorisée par la présence de glucose dans le milieu 

(figure III-21). La vitesse spécifique de production de lactate augmente avec la chute de croissance 

au cours des cultures continue et semi-continue en présence d'une concentration de glucose 

supérieure à 0,1 g/1 (figure III-21). Toutefois, la vitesse spécifique de production de lactate en culture 

continue est plus élevée que celle en culture semi-continue à 39°C pour une même vitesse spécifique 

de croissance. Ceci peut être expliqué par le fait que la chute de croissance pendant la culture 

continue est principalement due à la température, tandis que l'arrêt de croissance pendant la culture 

semi-continue, observé en fin de culture, est dû également à d'autres facteurs tel que la forte 

concentration de métabolites extracellulaires (Lapujade, 2000). 
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Figure III -21 : relation entre la vitesse spécifique de croissance et la vitesse spécifique 

de production de lactate pendant les cultures continue (o) et semi-continue 

( •) en présence de glucose supérieur à 0,1 g/1. 

D'un point de vue métabolique, ce comportement cinétique peut être expliqué par une réduction de 

la capacité des voies respiratoire, et notamment de la NADH oxydase, chez les cellules excrétrices 

~n. ~;vi:;:;~cc ;édüitc {Cvcâigu-Dvusqu~t çL ai., l99G, Guurùun et Linâïey, 1999). Dans ces 

conditions d'accumulation de NADH, la cellule utiliserait la voie du lactate pour assurer l'oxydation 

deNADH. 
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• Excrétion de tréhalose 

Les résultats des cultures continues confirment qu'en phase d'excrétion, C. glutamicum 2622 peut 

simultanément produire du tréhalose. L'excrétion de tréhalose n'a lieu, cependant, qu'aux faibles 

vitesses de croissance, inférieures à 0,1 h"1
, et en présence d'un excès de glucose dans le milieu 

(figure III-22). 

5 10 15 
Concentration de glucose, g/1 

Figure III-22 : relation entre la concentration de glucose et la vitesse spécifique 

de production de tréhalose pendant la phase de production de glutamate 

à 39°C en culture continue (o) et en culture semi-continue ( • ). 

Cette production accrue de tréhalose peut être due à une accumulation intracellulaire de glucose-6-

phosphate, en présence une forte concentration de glucose, dans des conditions de croissance 

réduite. 

= Glutamate intraceiiuïaire 

Une caractéristique importante de C. glutamicum, en culture continue ou discontinue, est la forte 

accumuiarion rie gimamare imraceiiuîaire. Lorsque les cellules sont en conditions de non-excrétion 

de glutamate, les valeurs de glutamate intracellulaire mesurées à différents taux de croissance et 

tempémture sont repûïtées da.ïs la figure III-23. Ce niveau intracellulaire est toujours maintenu à un 

niveau très élevé, entre 50 et 80 mg/g, quelque soit le taux de croissance entre 0,05 et 0,5 h-1
, et donc 
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le niveau de glucose. Ce qui, d'un point de vue métabolique, semble suggérer l'existence d'un 

processus très efficace de régulation de glutamate intracellulaire à un niveau élevé chez ces souches. 
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Figure ill-23 : relation entre le niveau de glutamate intracellulaire et la vitesse spécifique de 

croissance (phase non-excrétion de glutamate) en culture continue à 33°C (o), 

37°C (Il), 39°C (0) et culture discontinue à 33°C (•). 

Dans des conditions d'excrétion de glutamate, on observe toujours une diminution du niveau de 

glutamate intracellulaire à des valeurs comprises entre 30 et 50 mg/g. Des niveaux analogues ont été 

observés précédemment dans d'autres conditions d'induction de l'excrétion de glutamate (Debay, 

1996; Hoischen et Kriimer, 1989; Lapujade et al., 1999). 

Figure ill-24 : relation entre le niveau de glutamate intracellulaire et la vitesse spécifique de 

croissance de cellüles excrétrices de glutanîate à 39°C en culture continue à taux de 

dilution de 0,05 h-1 (o) et semi-continue (•). 
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On peut cependant remarquer que même aux plus fortes vitesses d'excrétion, le niveau de glutamate 

demeure encore très supérieur à celui des autres métabolites intracellulaires, suggérant que, dans ces 

conditions, l'excrétion représente dans ces conditions une étape fortement limita_nte pour la cinétique 

de production de glutamate. 

Par ailleurs, quand en phase d'excrétion de cultures continues et discontinues à 39° le taux de 

croissance est reporté en fonction du niveau de glutamate intracellulaire (figure Ill-24), on observe 

une diminution du taux de croissance avec le glutamate intracellulaire. Le niveau de glutamate 

intracellulaire pourrait donc représenter un des facteurs clefs contrôlant la vitesse de croissance 

cellulaire. Et la diminution rapide du taux de croissance observée après le choc de température 

pourrait être la conséquence directe de l'excrétion d'une partie du glutamate intracellulaire. 

• Potentiel membranaire 

Pour des cellules non-excrétrices à 33 et 3rC, les données obtenues en fermentations discontinues 

et continues montrent une bonne corrélation entre le potentiel de membrane et le taux de croissance 

cellulaire (figure Ill-25). 

0 0,2 0,4 0,6 
Taux de dilution ou vitesse spécifique de 

croissance, h- 1 

0,8 

Figure III~25 : relation entre la vitesse spécifiqüe de croissaiJ.ce et le pûtentiel mernbranaire de 

cellules non-productrices de glutamate de culture continue à 33°C (o), 37°C (Ll) 

et culture discontinue à 33°C (•). 
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Elles confirment les observations précédentes sur l'augmentation du potentiel de membrane avec le 

taux de croissance (Debay, 1996; Hoischen et al, 1990; Lapujade, 2000). Par ailleurs, à un taux de 

croissance donné, la température entre 33 et 37°C n'a pas d'influence significative sur le potentiel de 

membrane. 

Pour des cellules excrétrices à 39°C (figure III-26), on observe également une bonne corrélation 

entre le potentiel de membrane et le taux de croissance, avec des valeurs étant similaires à celles 

trouvées en condition de croissance. 
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Figure III-26 : relation entre la vitesse spécifique de croissance et le potentiel membranaire de 

cellules productrices de glutamate à 39°C en culture continue (o) et semi-continue (•). 

Ces études confirment donc le peu d'influence de l'excrétion de glutamate sur le potentiel 

membranaire de C. giutamicum (Gutmann et al., 1992; Lapujade, 2000). 

• Taille cellulaire 

En état de croissance à 33 et 37°C, la taille des cellules n'est pratiquement pas affectée par le taux de 

croissance et la tenrpérature. Dans ces conditions réseau arabinogalaciane-peptidogiycane parait peu 

évoluer avec l'état de croissance des cellules (Hirasawa et al., 2000 ; Ki jima et al., 1998). 
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0 

0 

1,05 

Figure ill-27 : relation entre la taille cellulaire et la vitesse spécifique de production de glutamate 

pendant la culture continue à 33°C ( o ), 37°C (.:1) et 39°C (o). 

Par contre, après le déclenchement de l'excrétion de glutamate, on observe toujours une diminution 

de la taille moyenne des cellules. 

Pour l'ensemble des cultures discontinues et continues à 39°C, on observe une bonne corréiation 

entre la taille des cellules et la vitesse d'excrétion de glutamate (figure III-27), la taille cellulaire 

étant réduite de 50% aux flux d'excrétion les plus importants. Cependant, des résultats différents ont 

été décrits pour d'autres souches de C. glutamicum qui subissent un gonflement lorsque le glutamate 

est produit en conditions de limitation de biotine ou d'ajout de pénicilline (Kinoshita, 1985; 

Shibukawa et al., 1968; Hirasawa et al., 2000). 
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Chapitre IV: Caractérisation métabolique 

CHAPITRE IV: CARACTERISATION METABOLIQUE DE 

CORYNEBACTERJUM GLUTAMICUM 2262 EN CULTURE A DIFFERENTES 

TEMPERATURES 

Dans ce chapitre, l'étude de l'évolution d'activités enzymatiques au cours des cultures a été 

réalisée afin à la fois, de mieux comprendre le comportement cinétique étudié dans le chapitre 

précédent, et de caractériser le métabolisme cellulaire pendant Jes phases de croissance et 

d'excrétion de glutamate induite par la montée de la température de culture. 

Lors du passage de la phase de croissance à la phase de production de glutamate, des métabolites 

de la glycolyse s'accumulent dans le milieu extracellulaire en culture semi-continue (Gourdon et 

Lindley, 1999) et en culture continue. Il semble que le passage des métabolites de la glycolyse 

vers le cycle de Krebs soit limitant pendant la phase de production de glutamate. Cependant, les 

voies anaplérotiques ne sont pas responsables, car l'amplification une enzyme anaplérotique, la 

phosphoénolpyruvate carboxylase (PEPC), ne restaure pas la synthèse de glutamate (Delaunay et 

al., 1999b). Toutefois, les données sur la pyruvate déshydrogénase (PDH) pendant la production 

de glutamate ne sont pas disponibles. Par ailleurs, le niveau de glutamate intracellulaire chute 

pendant la phase de production de glutamate. Pour atteindre l'objectif de ce chapitre, le suivi 

d'activités enzymatique du passage de la glycolyse vers le cycle de Krebs (la 

phosphoénolpyruvate carboxylase PEPC et la pyruvate déshydrogénase PDH), de la synthèse de 

glutamate (l'isocitrate déshydrogénase ICDH et la glutamate déshydrogénase GDH) et de la 

déviation de l'a.-cétoglutarate vers la synthèse de succinyi-CoA (l'a.-cétoglutarate 

déshydrogénase appelée "l'oxoglutarate dehydrogenase complex" ODHC) a été choisi. 

Dans un premier temps, nous allons mettre au point la méthode de mesure de l'activité de 

I'ODHC et la PDH. L'évolution d'activités enzymatiques au cours des cultures continues à 

différentes températures sera étudiée dans un second temps afin de mieux comprennrP. l',ffP.t cl" 

la température de culture sur le niveau de ces enzymes. Nous finissons, dans un dernier temps, ce 

chapitre par l'étude de la relation entre la concentration en glutamate intracellulaire et le niveau 

de synthèse des enzymes. 
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IV.l. Mise au point de dosages d'activités enzymatiques 

IV.l.l. Activité a-cétoglutarate déshydrogénase (ODHC) 

La méthode de dosage de l'activité a-cétoglutarate déshydrogénase (ODHC) a été mise au point 

pour la première fois par Shiio et al. (1982). La mesure d'activité ODHC est la mesure par 

spectrophotométrie du NADH formé par l'ODHC en consommant de l'a-cétoglutarate et du 

NAD. Lorsque de faibles activités sont présentes intracellulairement, comme c'est le cas chez 

Corynebacterium glutamicum, le NAD est remplacé par l' APAD (accepteur d'électron qui a une 

structure homologue du NAD) car l'APADH formé par l'ODHC est plus stable que le NADH. 

Toutefois, la méthode présentée dans la littérature intègre l'activité parasite qu'il est nécessaire 

de soustraire pour accéder au véritable niveau de l'ODHC chez Corynebacterium glutamicum 

(figure IV-1). D'autre part, ce paragraphe précise le protocole de dessalage de la protéine dans 

l'extrait brut et la température optimale de dosage de l'activité ODHC. 

Concentration 
D'APADH formé 

Ajout 

l 
d' a-cétog1utarate 

Activité 
parasite 

Activité 
totale 

Temps, min 

Figure IV-! :principe de dosage de l'activité ODHC. 

Afin de ne pas surestimer l'activité ODHC, nous mesurons dans un premier temps, l'activité 

parasite (en absence d'a-cétoglutarate) puis l'activité totale dans un second temps. L'APADH 

formé au cours du temps par l'ODHC est la différence de ces deux activités. 

• La mesure de l'activité ODHC des différentes fractions d'éîution émanant de l'extrait 

acellulaire déposé sur colonne PD 10 (Pharmacia) nous a permis de définir avec précision les 

fractions porteuse d'activité ODHC (figure IV -2). 
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Figure IV-2: activité ODHC dans les fractions d'extraits dessalés de 

Corynebacterium glutamicum cultivé sur milieu de glutamate. 

• Il est important de noter que I'ODHC nécessite du glycérol pour être active (tableau IV-

1). Par ailleurs, il est également nécessaire d'ajouter du glycérol dans le tampon (TES/NaOH, 0,1 

M, pH = 7,7) pour solubiliser et extraire cette enzyme. Il est possible donc que I'ODHC soit 

dégradée ou/et elle ne soit pas soluble dans le tampon (TES/NaOH, 0,1 M, pH = 7,7) 

d'extraction sans glycérol. 

Extrait dans tampon 

d'extraction avec giycéroi 

Extrait dans tampon 

d'extraction sans glycérol 

ODHC 
(nmoVmin.mg protéine) 

Dosage Dosage 

avec glycérol sans glycérol 

5,5 5,2 

2,2 0,2 

Tableau IV-1 :effet de glycérol sur le dosage de l'activité ODHC. 

• Un extrait acellulaire dessalé obtenu à partir de cellules cultivées sur milieu contenant 

du glutamate comme source carbonée a été utilisé pour étudier l'effet de la température sur 

l'activité ODHC. La température optimale de mesure de l'activité ODHC se situe à 29°C (figure 

IV-3). 
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Figure IV-3: effet de la température sur le dosage de l'activité ODHC. 

L'augmentation de la température au-delà de 30°C entraîne une perte d'activité ODHC de 75%. 

Il est nécessaire de noter que l'activité ODHC mesurée à 33 et 39°C n'est pas significativement 

différente. A 45°C, aucune activité ODHC ne peut être mesurée. Par ailleurs, à 30°C, le pH 

optimal de l'activité ODHC est 7,7, ce qui est en accord avec les résultats obtenus précédemment 

par Shiio et al. (1982). L'erreur sur la mesure de l'activité de cette enzyme est de 20%. 

IV.1.2. Activité pyruvate déshydrogénase (PDH) 

La méthode de mesure d'activité PDH est disponible dans la littérature (Cocaign-Bousquet et al., 

1996; Hinman and Blass, 1981). Le principe de la méthode est présenté dans la figure IV-4 et la 

composition de la solution réactionnelle est dans la partie Matériels et Méthodes. 

Concentration 
D'IN'T -fo= 

t Ajoutdu 
J pyruvate Activité 

1 

totale 

Activité / ~ 

'~ ~ 
Temps, min 

Figure IV -4 :principe de dosage de l'activité PDH. 
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Cependant, l'utilisation de cette méthode ne permet pas de mesurer l'activité PDH dans l'extrait 

brut de Corynebacterium glutamicum, lorsque l'activité endogène (la formation de coloration 

INT-fonnazan en absence de pyruvate) est soustraite. Ceci est probablement du à l'inactivation 

de l'activité PDH par des métabolites présents dans l'extrait brut. 

Afin d'enlever des petites molécules potentiellement inhibitrices de l'activité PDH, nous avons 

dessalé l'extrait acellulaire de même façon que pour l'activité ODHC. Le dessalage de l'extrait a 

permis donc de mesurer l'activité PDH chez Corynebacterium glutamicum (tableau N-2). 

PDH (nmollmin.mg) PDH (nmollmin.mg) 

Extrait Brut Extrait dessalé 

0 15 

Tableau N-2: effet du dessalage sur le dosage de l'activité PDH. 

Une activité de 15 nmol/min.mg protéine a été mesurée chez Corynebacterium glutamicum en 

phase exponentielle sur milieu avec glucose comme seule source carbonée. 

• Nous avons ensuite testé l'activité PDH en utilisant différents tampons (Tris/HCI, 

Phosphate et TES/NaOH) pour extraire et pour mesurer l'activité PDH afin de supprimer l'étape 

de dessalage. 

Dosage de la PDH, nmollmin.mg protéine 

Ext...-ait préparé avec Ta.Lupon Trisf"rlCl Tampon-P TES/NauH 

• Cellules Tris/HCI 0 0 0 

cultivées sur Tampon-P 0 0 0 

ohu"nC:P TES/!'JaOH a v û 
o--~---

TES/NaOH (Extrait dessalé) ND 12 14 

• Cellules Tris/HCI ND 5 6 

cultivées sur Tampon-P ND ND ND 

glutamate TES/NaOH ND 6 6,5 

Tableau N-3: effet de tampons sur le dosage de l'activité PDH. ND: non déterminé. 
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L'activité PDH de cellules cultivées sur milieu contenant du glucose ne peut pas être détectée 

(tableau IV-3), mais une activité d'environ 6 nmollmin.mg protéine est détectée lorsque les 

cellules ont été cultivées sur milieu contenant du glutamate comme source de carbone. 

Il est évidence que l'activité PDH mesurée dans ces conditions est optimale lorsque le tampon 

TES/NaOH est utilisé pour extraire et mesurer l'activité PDH. Toutefois, le tampon phosphate 

peut également être utilisé lors de la mesure de l'activité PDH. Par ailleurs, le dessalage de 

l'extrait brut est nécessaire pour obtenir une forte activité PDH. 

• Le tableau IV-4 présente l'effet du glycérol sur la mesure de l'activité PDH. Il apparaît 

que l'ajout de glycérol dans le tampon d'extraction permet d'avoir une activité PDH plus élevée, 

mais le glycérol n'augmente pas l'activité PDH lorsqu'il est ajouté au test enzymatique. Il est 

possible que le glycérol protège la PDH pendant l'extraction par sonication. 

Extrait dessalé, avec glycérol 

Extrait dessalé, sans glycérol 

Dosage de la PDH 

(nmol/mn.mg protéine) 

avec glycérol Sans glycérol 

14 13 

7,7 7,5 

Tableau IV-4: effet de glycérol sur l'activité PDH. 

Le figure IV-5 présente l'effet de la température sur la mesure d'activité PDH de l'extrait dessalé 

des cellules cultivées sur un milieu contenant du glutamate comme source carbonée. 

25 29 33 37 39 41 45 

Température,"C 

Figure IV-5 :effet de la température sur l'activité PDH. 
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L'activité PDH augmente lorsque la température de mesure diminue (25 à 33°C). A 45°C, 

l'activité PDH ne peut pas être détectée. Il apparaît donc qu'à 39°C, température de production 

du glutamate, l'activité PDH est réduite de 40% par rapport à 33°C pour le même niveau de la 

PDH. Par conséquent, contrairement à ce qui a été mesuré pour l'activité ODHC, le choc de 

température baisse directement l'activité PDH. Pour trois mesures d'un extrait dessalé, l'erreur 

de 15% a été calculée sur la mesure de l'activité PDH. 

IV.2. Caractérisation métabolique de C. glutamicum 2262 en culture continue à différentes 

températures 

Cette partie présente le suivi des activités enzymatiques au cours de cultures continues afin de 

caractériser la physiologie et le métabolisme cellulaire pendant la croissance et la production de 

glutamate, dont leurs cinétiques ont été présentées dans le chapitre III. Puisque les cinétiques de 

culture à 37°C ressemblent à celles à 33°C, nous avons donc suivi seulement des activités 

enzymatiques pendant la culture continue à 33°C qui nous permettra de caractériser la 

physiologie et le métabolisme cellulaire pendant la phase de croissance. 

IV.2.1. Culture continue à 33°C de C. glutamicum 2262 

L'évolution de la biomasse, du niveau intracellulaire en glutamate, ainsi que les activités 

enzymatiques clés du métabolisme de C. glutamicum 2262 sont présentées à l'état stationnaire à 

33°C en fonction du taux de dilution (0,05 à 0,5 h-1
) appliqué (figure N-6). 

• Activité PEPC 

A l'état stationnaire à 33°C pour les taux de dilution étudiés, l'activité PEPC varie entre 130 et 

200 nmoVmin.mg protéine. Une augmentation de l'activité PEPC est mesurée pendant la culture 

continue à 33°C aux faibles taux de dilution. Ceci en accord avec les résultats observés par 

Delaunay et al. (1999b) qui ont observé une augmentation du niveau de l'activité PEPC en phase 

de production de glutamate, lorsque ia croissance est fortement ralentie en fermentation semi­

continue à 39°C. 
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Figure N-6: concentration de biomasse, le glutamate intracellulaire et niveaux 

d'activités enzymatiques de C. glutamicum 2262 à l'état stationnaire de 

culture continue à 33°C à différents taux de dilution. 
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• Activité PDH 

La PDH présente une activité de 10 à 12 nmol/min.mg protéine quelque soit le taux de dilution 

compris entre 0,05 et 0,3 h'1 en culture continue à 33°C. Au taux de dilution de 0,5 h'1, le niveau 

de l'activité PDH est légèrement diminué. Toutefois, cette diminution ne provoque pas une 

production de lactate car la concentration de glucose dans le milieu de culture est faible (environ 

0,02 g/1). Il faut noter que l'activité PDH est relativement faible comparée à l'activité de la PEPC 

mesurée in vitro. 

• Activités ICDH et GDH 

Ces deux enzymes présentent des niveaux relativement élevés pendant la culture continue à 

33°C. Une activité ICDH de 0,5 J.lmol/min.mg protéine et GDH de 1,5 à 1,8 J.lmol/min.mg 

protéine ont été mesurées à l'état stationnaire à 33°C pour tous les taux de dilution étudiés. 

• Activité ODHC 

De faibles activités ODHC de 3 à 4 nmol/min.mg protéine ont été détectées au cours de cultures 

continues limitées par le glucose à 33°C pour les taux de dilution étudiés. Il est nécessaire de 

noter que ces valeurs sont plus faibles que celles mesurées en culture discontinue non-limitée par 

le glucose. Ces légères baisses sont observées simultanément à une légère diminution du niveau 

de glutamate intracellulaire en culture continue. 

IV.2.2. Culture continue de C. glutamicum 2262 à 39°C 

L'évolution de la biomasse, du niveau intracellulaire en glutamate, ainsi -que d'activités 

enzymatiques du métabolisme de C. glutamicum 2262 cultivé à 39°C et à taux de dilution de 

0,05 h'1 sont présentées dans la figure N-7. 

• Activité PEPC 

La PEPC présente d'une activité de 60 runol/min.mg protéine pendant la culture en mode 

discontinue à 33°C. Après le changement en culture continue et l'augmentation la température 
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de 33 à 39°C, la PEPC monte à environ 180 nmollmin.mg protéine sur la période entre 40 et 100 

h. Ensuite, elle diminue graduellement pour se stabiliser à 85 nmol/min.mg protéine sur la 

période de 120 à 280 h. L'évolution du niveau de PEPC se fait de manière inversement 

proportionnelle au niveau du glutamate intracellulaire. En effet, lors de la période de croissance 

le niveau de glutamate intracellulaire est élevé, alors que le niveau de la PEPC reste faible. Au 

contraire, lorsque le glutamate intracellulaire est faible pendant la phase d'excrétion de 

glutamate, la PEPC est fortement exprimée. 

• Activité PDH 

La PDH présente un niveau de 12 nmol/min.mg protéine pendant la culture à 33°C en mode 

discontinu. Après le choc de température, à partir de 20 h, l'activité PDH chute rapidement et se 

stabilise à 5 nmollmin.mg protéine sur une période entre 35 et 96 h. Ensuite, elle remonte et se 

stabilise à 10 nmol/min.mg protéine sur une période de 150 à 180 h. Il est nécessaire de noter 

que la production de lactate, présentée dans le chapitre précédent, apparaît pendant la forte 

diminution du niveau de l'activité PDH. 

• Activité ICDH et GDH 

L'ICDH et la GDH présentent des niveaux élevés et assez stables de 0,8 et de 1 Jlmollmin.mg 

protéine respectivement au cours de la culture continue à 39°C. Ces niveaux sont donc -

probablement non limitants pour la biosynthèse de glutamate ou la croissance quelle que soit la 

phase cellulaire. 

• Activité ODHC 

L'ODHC présente un niveau de 5 nmol/min.mg protéine pendant la culture discontinue à 33°C. 

Après le choc de température, le niveau de cette enzyme chute dramatiquement sur la période 

entre 15 et 50 h en culture continue lorsque le taux de croissance est minimal. Elle remonte 

rapidement ensuite à 15 nmollmin.mg protéine à 120 h avec l'augmentation du niveau 

intracellulaire de glutamate et la reprise de la croissance. Après 120 h, l'ODHC diminue 

légèrement pour se stabiliser à 6 nmol/min.mg protéine à partir de 260 h de culture. 
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Figure IV -7 : concentration de biomasse, le glutamate intracellulaire, niveaux d'activités 

enzymatiques et respiration de C. glutamicum 2262 au cours de culture continue 

à 39°C et D = 0,05 h.1 qui est débutée après 5 h de culture discontinue à 33°C. 
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• Vitesse spécifique de respiration 

La vitesse spécifique de respiration de l'oxygène de cellules en phase exponentielle de croissance 

à 33°C est de 22 mmollg.h en présence de glucose. Après le choc de température, la capacité 

respiratoire cellulaire chute à 10 mmollg.h et est ensuite maintenue à cette valeur sur une période 

entre 10 et 96 h. A partir de 100 h, tout comme les activités PDH et ODHC, la respiration 

remonte et atteint, à 150 h, une valeur maximale proche de 30 mmollg.h qui est maintenue 

jusqu'à la fin de la culture. 

IV.2.3. Culture continue à 39 et 41 °C des cellules sélectionnées 

Afin de caractériser le métabolisme de C. glutamicum 2262 en cultures continues, l'étude de 

l'évolution au cours du temps des activités PEPC, PDH, ICDH, GDH et ODHC, utilisant des 

cellules sélectiormées de la culture continue, a été effectuée en culture continue à D = 0,05 h-1 et 

à 39 et 41 °C (figure IV-8). Ces cellules ont perdu la capacité de production de glutamate à 39°C 

en culture continue à D = 0,05 h-1
• 

• Activité PEPC 

Le niveau intracellulaire de PEPC des cellules sélectiormées n'est pas significativement modifié 

(environ 110 mnollmin.mg protéine) au cours de la culture à 39°C à D = 0,05 h-1 sur une période 

entre 5 à 120 h. Après l'augmentation de la température à 41°C, l'activité PEPC augmente 

rapidement sur une période de 120 à 170 h. Cette augmentation apparaît avec la chute rapide de 

la croissance et du niveau du glutamate intracellulaire. 

• Activité PDH 

L'activité PDH semble se stabiliser à 10 mnollmin.mg protéine après 100 h de culture. Lorsque 

la température de culture est augmentée à 41 oc, après 120 h, l'activité PDH chute légèrement à 

7,5 mnollmin.mg protéine et se stabilise à ce niveau jusqu'à la fin de culture. 
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Figure ïv"-8 : évoiution au cours du temps de la concentration en biomasse, du glutamate 

intracellulaire, des niveaux intracellulaires des activités enzymatiques de C. glutamicum 

2262 sélectionné cultivé en mode continu à D = 0,05 h-1
, 

à39°C(de 5 à 120h) et41°C (de 120 à 170h). 
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• Activité ICDH et GDH 

Les niveaux intracellulaires en ICDH et GDH restent élevés et stables au cours de la culture 

continue à 39 et 41°C. Ceci montre que la synthèse de ces deux enzymes n'est affectée ni par le 

taux de croissance cellulaire, ni par le niveau de glutamate intracellulaire, ni par la température 

de culture entre 33 et 41 °C. 

• Activité ODHC 

Le niveau d'ODHC intracellulaire se situe à 11 nmol/min.mg protéine pendant la culture à 33°C 

en mode discontinu. Après le choc de température à 39°C, le niveau d'ODHC des cellules 

sélectionnées baisse mais reste relativement élevé aux environs de 7 nmol/min.mg protéine 

pendant la culture continue à 39°C sur la période de 10 à 120 h. 

Après l'augmentation de la température à 41 °C (à partir de 120 h), l'activité ODHC diminue 

fortement sur la période de 120 à 150 h et est inactivée à partir de 150 h. Tout comme la culture 

précédente, le niveau en ODHC intracellulaire évolue de la même manière que le niveau de 

glutamate intracellulaire. 

IV.2.4. Discussion 

• Modification du continu enzymatique de C. glutamicum 2262 

On constate que le niveau de l'activité PEPC augmente fortement pendant les cultures à 33 et à 

39°C lorsque la croissance est fortement diminuée. Cette diminution a été également observée 

pendant la fermentation glutamique en mode semi-continu à 39°C lors de la forte réduction de la 

croissance par la température (Delaunay et al., 1999b). 

De même que pour les procédés de production de glutamate induits par une limitation en biotine, 

un ajout de tensioactif ou un ajout de pénicilline (Kawahara et al., 1997 ; Kimura et al., 1999), 

une très forte réduction de l'activité ODHC est mesurée durant la phase de production du 

procédé thermo-induit. En effet, la PDH et l'ODHC sont deux complexes d'enzymes différentes 

composés de trois sous-unités ; la troisième sous-unité de ces enzymes est la Iipoamide 
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déshydrogénase (Schwinde et al., 2001). Cette unité commune participe également à transférer 

des électrons vers la chaîne respiratoire dans la membrane cytoplasmique. Ceci explique la 

corrélation entre le niveau de la PDH et la respiration cellulaire pendant la culture continue à 

39°C et à taux de dilution de 0,05 h-1 (figure IV-9). Une relation identique est obtenue entre la 

respiration et le niveau en ODHC (données non montrées). 
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Figure N -9 : relation entre le niveau de la PDH et la respiration de Corynebacterium 

glutamicum en fermentation continue à 39°C et à taux de dilution de 0,05 h-1
• 

Par ailleurs, l'activité de ces deux enzymes est trouvée dans la fraction soluble d'un extrait 

acellulaire en présence du glycérol, ainsi que dans la fraction contenant les débris membranaires. 

Enfin, Kimura et al. (1999) ont montré que le mutant dont le gène dtsR est inactivé (codant 

probablement pour une sous-unité du complexe enzymatique catalysant la synthèse des acides 

gras) est capable de produire du glutamate sans induction et d'avoir une faible activité ODHC. 

Ces différents éléments nous conduisent donc à penser que les complexes enzymatiques PDH et 

ODHC sont liés de quelque manière à la membrane. Bien que Shibukawa et al. (1968) n'aient 

pas mesuré de variation de la composition de la membrane de Microbacterium ammoniaphilum 

au cours du procédé induit par de la pénicilline, nous pouvons penser qu'une altération de la 

membrane (composition, la fluidité) serait responsable de la perte de ces activités enzymatiques 

ûU cuur~ ùu pruc~ù~ lhermo-inâuit. La même conclusion a été rapportée par Kimura et al. (1999) 

pour le procédé induit par une limitation en biotine, un ajout de tensioactif ou un ajout de 

pénicilline. Il semble probablement que la lipoatuide déshydrogénase soit réduite à 39°C, ce qui 

diminuerait l'activité respiratoire des cellules en même temps que les activités ODHC et PDH. 

L'étude de la modification de l'enveloppe de Corynebacterium glutamicum 2262 pendant la 

croissance et la production de glutamate par le choc de température est donc nécessaire (chapitre 

V). 
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Les activités ICDH et GDH présentent des niveaux élevés chez Corynebacterium glutamicum 

quelque soit le mode et la température de culture. Elles sont stables au cours des cultures 

étudiées. 

• Relation entre le niveau des enzymes et le métabolisme de C. glutamicum 2262 

Nous avons observé une augmentation de l'activité PEPC de 2 à 3 fois lorsque les cellules sont 

en phase de production de glutamate en culture continue. Ce résultat a aussi été observé en 

culture semi-continue (Delaunay et al., 1999b; Gourdon et Lindley, 1999). Ce résultat est tout à 

fait cohérent avec le fait que le glutamate intracellulaire exerce une activité répressive sur la 

synthèse de PEPC. Cette enzyme n'est pas limitante pour la production de glutamate en 

fermentation semi-continue induite par le choc de température (Delaunay et al., 1999b). La 

PEPC en culture continue n'est donc probablement pas responsable de l'accumulation de lactate 

dans le milieu de culture puisque son activité est semblable au niveau mesuré en mode semi-

continu. 
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Figure IV-10: relation entre le niveau de la PDH et la production de lactate: (o) culture 

continue à 39°C et à taux de dilution de 0,05 h"1
, ( _.) culture discontinue à 39°C 

(la cinétique de cette culture est présentée dans la partie IV .3) et (V) culture 

continue à 41 °C et à taux de dilution de 0,05 h"1
• 
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La chute du niveau de la PDH pendant la phase de production de glutamate est très probablement 

à l'origine de J'accumulation des métabolites intracellulaires de la glycolyse observée par 

Gourdon et Lindley (1999). Lors de l'arrêt ou la réduction de la croissance pendant la phase de 

production de glutamate, le flux carboné n'est pas utilisé pour synthétiser des matériels 

cellulaires mais il inonde la voie de glycolyse. Le niveau de J'activité PDH est subi une réduction 

importante par la régulation après Je choc de température et probablement par l'effet direct de la 

température qui est observé in vitro. Par ailleurs, la respiration est réduite pendant la phase de 

production de glutamate pendant laquelle la croissance est fortement réduite. Dans ces 

conditions, l'accumulation du NADH est très probable, car J'accumulation du NADH a été déjà 

observée chez C. g/utamicum lorsque la croissance cellulaire est réduite (Cocaign-Bousquet et 

al., 1996). 

Les figures IV-JO et IV-Il montrent, respectivement, la relation entre le niveau de l'activité 

PDH et la vitesse spécifique de production de lactate et la relation entre la respiration et la 

vitesse spécifique de production de lactate. 
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Figure IV -11 : relation entre la respiration et la vitesse spécifique 

de production de lactate en culture continue à 39°C. 

La production du lactate pendant la phase de production de glutamate permet donc d'évacuer le 

pyruvate et Je NADH. Nous pouvons conclure que la chute du niveau de J'activité PDH pendant 

la phase de production de glutamate est un phénomène défavorable à la production de glutamate. 

L'activité ODHC est complètement inhibée pendant la phase d'excrétion du glutamate. Ce 

comportement de régulation chez C. glutamicum est bénéfique pour la production de glutamate, 

car Je flux carboné au niveau de l'a-cétoglutarate passe vers la synthèse de glutamate au lieu du 

succinyl-CoA. 
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Vitesse de la synthèse de 

glutamate (g/g.h) 

Croissance (culture discontinue à 33°C) Pour 

.jl=0,6h-1 . La biomasse = 0,065 g/g.h 

. Glutamate intracellulaire = 80 mg/ g . L'excrétion = 0 g/g.h 

. Excrétion= 0 g/g.h Totale = 0,065 g!g.h 

. Protéine = 50% poids sec 

Excrétion de glutamate (culture continue à 39°C) Pour 

.jl=Oh"1 . La biomasse = 0 g/g.h 

. Glutamate intracellulaire= 32 mg/g . L'excrétion = 0,4 g/g.h 

. Excrétion= 0,4 g/g.h Totale= 0,4 g/g.h 

Tableau IV-5 :vitesses spécifiques de la synthèse de glutamate pendant les phases de 

croissance et de production de la fermentation glutamique. 

Comme on peut le voir dans le tableau N-5, si on tient compte des différents flux de synthèse de 

glutamate nécessaires à la synthèse de la biomasse, à i'accumulation de glutamate dans les 

cellules, et l'excrétion au travers de l'enveloppe cellulaire, la vitesse de synthèse de glutamate 

par les cellules en phase de croissance est fortement réduite par rapport à celle mesurée en phase 

d'excrétion de glutamate. 

IV.3. Relation entre le contenu en glutamate intracellulaire et le niveau de synthèse de la 

PEPC, de la PDH et de la ODHC de C. glutamicum 2262 

Nous avons observé des relations entre le niveau des activités enzymatiques (PEPC, PDH et 

ODHC) et la contenu intracellulaire de glutamate en culture continue limitée par le glucose à 

différentes températures. Afin d'avoir davantage de données pour mettre en évidence ces 

relations, nous allons étudier le niveau de ces enzymes lors de culture susceptible de présenter 

différentes concentrations intracellulaires en glutamate. C'est pourquoi nous allons étudier cette 

relation au cours d'une culture discontinue non !imitée par le glucose et une culture discontinue 

avec du glutamate comme seule source carbonée. 
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IV.3.1. Culture discontinue de C. glutamicum 2262 à 39°C sur glucose 

Cette culture apporte des données supplémentaires sur la synthèse de la PEPC, la PDH, l'ICDH, 

la GDH et l'ODHC pendant la culture à 39°C non-limitée pas le glucose (figures IV-12 et IV-

13). 

• Principales cinétiques 

Le comportement cinétique de C. glutamicum en fermentation discontinue ressemble à celui 

observé en fermentation semi-continue (chapitre III). Après le choc de température à 39°C, le 

glutamate est excrété jusqu'à la fin de la culture lorsque le glucose dans le milieu de culture est 

totalement consommé. Bien que le lactate soit produit tout au long de la culture, sa concentration 

augmente fortement à partir de 1 0 h de culture. 

• Activité PEPC 

Le niveau de l'activité PEPC est d'environ 75 nmol/min.mg protéine lorsque les cellules sont 

cultivées à 33°C. Après le choc de température à 39°C, l'activité PEPC augmente graduei!ement 

de 75 à !50 nmoVmin.mg entre 4 et 15 h, période pendant laquelle le niveau de glutamate 

intracellulaire chute de 80 à environ 40 mg/g PS. L'évolution de la PEPC au cours de cette 

culture est tout à fait classique puisque son évolution est semblable à celle mesurée en culture 

semi-continue par Delaunay et al. (!999b ). 

• Activité PDH 

Pendant !a culture à 33°C, le niveau de la PDH est de 15 nmol/min.mg protéine. Après 

l'augmentation de la température de 33 à 39°C, l'activité PDH chute graduellement de 15 à 5 

nmol/min.mg protéine et se stabilise à ce niveau pour les dernières heures de la culture. De la 

même manière que les cultures continues précédentes, l'activité PDH chute parallèlement à la 

diminution du niveau de glutamate intracellulaire. 
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Figure N-12: évolution de la concentration de biomasse, de glucose, de glutamate et de lactate 

au cours du temps en culture discontinue de C. glutamicum 2262 à 39°C. Le changement 

de la température de 33 à 39°C est réalisé après 4 h de culture. 

• Activités ICDH et GDH 

Aucune modification significative de I'ICDH ou de la GDH n'a été observée au cours de la 

culture discontinue à 33 et 39°C. Les niveaux de ces enzymes sont élevés au cours de la culture. 

Ces résultats sont en accord avec tous les résultats obtenus pendant les fermentations continues. 
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Figure IV-13: évolution des aciivités PEPC, PDH, ICDH, GDH et ODHC au 

cours du temps en culture discontinue à 39°C. 
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• Activité ODHC 

L'ODHC présente une activité d'environ 5 nmol/min.mg protéine pendant la culture à 33°C. 

Après le choc de température à 39°C, l'activité de cette enzyme chute rapidement sur la période 

de 4 à 8 h et n'est pas mesurable ensuite. Par rapport aux cultures continues, nous observons le 

même comportement de régulation. Par conséquent la présence de glucose n'a pas d'effet 

significative sur la synthèse de l'enzyme pendant cette culture. L'inactivation de l'enzyme est 

observée systématiquement lorsque le niveau de glutamate intracellulaire chute fortement. 

IV.3.2. Culture discontinue à 33°C sur glutamate 

Afin d'évaluer l'effet du glutamate intracellulaire sur le niveau de synthèse de la PDH et de 

l'ODHC, nous avons étudié également l'effet d'ajout de glutamate (20 g/1) dans le milieu de 

culture comme source de carbone sur la synthèse de ces enzymes en mode discontinu à 33°C. Le 

niveau de ces enzymes et le glutamate intracellulaire pendant la phase exponentielle de 

croissance de C. glutamicum sont présentés dans le tableau IV -6. 

Source 

carbonée 

Glucose 

Glutamate 

Glutamate PDH ODHC 

intracellulaire, mg/g PS nmollmin.mg protéine nmol/min.mg protéine 

80 i5 6 

110 30 34 

Tableau rv-6: effet du glutamate surie contenu intracellulaire en 

glutamate et la synthèse de la PDH et de l'ODHC. 

Oü CVll5tâtc (jüC 3üi" llïilicu gh.iCV5Ç, ~'a~liv~ié FDH c::::si Ùc:: i.J nrnulirnin.mg protéine el ie 

glutamate intracellulaire de 80 mg/g PS. Sur le milieu contenant le glutamate comme seule 

source de carbone, le gluta.rnate intracellulaire est de 110 mg/g PS, et l'activité PDH doublée. 

Ceci suggère que le glutamate intracellulaire pourrait être un inducteur de la synthèse de la PDH. 

Lorsque Corynebacterium glutamicum est cultivé sur milieu contenant du glucose comme seule 

source de carbone à 33°C, une activité d'ODHC de 6 nmol/min.mg protéine est mesurée. De 
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même que pour l'activité PDH, sur milieu contenant du glutamate comme seule source de 

carbone, l'activité ODHC est fortement augmentée. 

IV.3.3. Discussion 

Afin de mettre en évidence la relation existante entre la synthèse des enzymes (PEPC, PDH et 

ODHC) et la concentration en glutamate intracellulaire, nous prenons toutes les données 

obtenues pendant les cultures continues et discontinues en présence de concentrations en glucose 

limitante et non-limitante à différentes températures de culture. 
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Figure IV-14: relation entre le glutamate intracellulaire et l'activité PEPC: (o) culture continue 

à 33°C, (o) cultüre continue à 39°C et à taux de diiution de 0,05 h'1, (0) culture continue à 39°C 

et à taux de dilution de 0,05 h'1 utilisant des cellules sélectionnées, (V) culture continue à 41 oc et 

à taux de dilution de 0,05 h-1
, (•) culture discontinue à 33°C et ( it.) culture discontinue à 39°C. 
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• Activité PEPC 

Pendant la culture à 33°C en présence d'excès de glucose, le contenu intracellulaire de glutamate 

est élevé, alors que la PEPC est peu exprimée. Par contre, pendant la culture continue à 33°C 

limitée par glucose, le niveau de glutamate intracellulaire est moins élevé, alors que l'activité 

PEPC est plus élevée (figure IV-14). 

De même que pour les cultures à 39 et 41 °C, nous avons une bonne augmentation de la synthèse 

de la PEPC lors de la diminution du niveau de glutamate intracellulaire, quelque soit le mode de 

culture (figure IV-14). Par ailleurs, une augmentation de la synthèse de la PEPC est observée 

pendant la culture réalisée sur milieu contenant du glutamate comme source de carbone comparé 

à celle sur milieu avec glucose (Shiio et Ujigawa, 1978). Ceci est dû à l'augmentation du niveau 

de glutamate intracellulaire qui est observée pendant la culture de Corynebacterium glutamicum 

sur milieu contenant de glutamate comme source de carbone (tableau IV-5). 

Ces résultats permettent de mettre en évidence l'effet répresseur de glutamate intracellulaire sur 

de la synthèse de la PEPC chez Corynebacterium glutamicum. Ce phénomène déjà décrit dans la 

littérature (Shiio et Ujigawa, 1978) permet aux bactéries de contrôler le flux carboné vers la 

synthèse de glutamate afin de maintenir une concentration nécessaire de glutamate à l'intérieur 

des cellules. 

• Activité PDH 

La figure IV-15 montre le niveau de l'activité PDH en relation avec le niveau de glutamate 

intracellulaire. Quelle que soit la température de culture entre 33 et 41 °C et le mode de culture, le 

niveau de PDH augmente avec le niveau de glutamate intracellulaire. Lorsque C. g!utamicum 

sont cultivées sur milieu contenant du glutamate comme source de carbone, le glutamate 

intracellulaire augmente fortement et la PDH est fortement exprimée. Ces résultats laissent 

présumer propose que la synthèse de la PDH pourrait être activée par le niveau de glutamate 

intraceliuiaire. 

Il est probable que l'augmentation de glutamate intracellulaire active la synthèse de la PDH 

permettant ainsi une synthèse en quantité élevée d'acétyl-CoA (précurseur de la synthèse des 

composés membranaires) et une activation de la respiration pour la synthèse de l'énergie 

127 



Chapitre IV: Caractérisation métabolique 

cellulaire nécessaires pour la croissance. Ce phénomène provoque, en phase de production de 

glutamate, une conséquence de limiter l'approvisionnement en cycle de Krebs, puisqu'en phase 

de production le glutamate intracellulaire chute et entraîne alors une baisse de l'activité PDH. 
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Figure IV-15: relation entre le glutamate intracellulaire et l'activité PDH: milieu glucose: (o) 

culture continue à 33°C, (o) culture continue à 39°C et à taux de dilution de 0,05 h-1
, (0) culture 

continue à 39°C et à taux de dilution de 0,05 h-1 utilisant des cellules sélectionnées, (V) culture 

continue à 41 oc et à taux de dilution de 0,05 h-1
, (•) culture discontinue à 33°C et (.6.) culture 

discontinue à 39°C et milieu glutamate: (x) culture discontinue à 33°C. 

• Activité ODHC 

De même que pour l'activité PDH, l'activité ODHC diminue très fortement en phase de 

production de glutamate. Dans ia plupart des cas l'activité résidueîïe n'est plus mesurable. Dans 

ces conditions, le contenu de glutamate intracellulaire est fortement réduite. Dès lors, quelque 

soit le mode de culture utilisé (mode d'alimentation, température, source carbonée) Je niveau de 

l'ODHC est élevé lorsque le contenu en glutamate intracellulaire est élevé (figure IV-16, tableau 

IV-6). 
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Figure IV-16: relation entre le glutamate intracellulaire et la synthèse de !'ODHC: (o) culture 

continue à 33°C, (o) culture continue à 39°C et à taux de dilution de 0,05 h-1
, (0) culture 

continue à 39°C et à taux de dilution de 0,05 h-1 utilisant des cellules sélectionnées, (V) culture 

continue à 41 oc et à taux de dilution de 0,05 h-I, (•) culture discontinue à 33°C et ( Â) culture 

discontinue à 39°C. 

Ceci suggère que le glutamate intracellulaire active la synthèse de l'ODHC. Ce phénomène 

permet de fournir en phase de croissance une quantité importance de glutamate intracellulaire 

ainsi que ies précurseurs métaboiiques nécessaires à Ja tormatwn de biomasse. Dans le cas 

contraire, lorsque les cellules sont en phase de production de glutamate, la baisse dramatique de 

l'activité ODHC permet de couper la voie vers la synthèse de succinyl-CoA et de favoriser la 

synthèse d'a-cétoglutarate précurseur de glutamate. 
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IV.4. Discussion 

Deux hypothèses peuvent expliquer le changement du métabolisme de C. glutamicum de la 

croissance vers la production de glutamate : 

• La première hypothèse (figure IV-17) est basée sur le rôle central du glutamate 

intracellulaire nécessaire à la croissance de C. glutamicum (figure III-23 dans le chapitre III). 
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• + r·• PEPC 
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\ 1 GluJrnate t-
\ \ L......... ............................ .... . intracellulaire / 

'<-:~cccc-.:=c_-:::=.=:A~c: =--~ _:::: :~/ 
, /fr.+ 

Température 

Figure rv' -17 : première hypothèse ''ie glutamate joue un rôie centrai de ia 

régulation du métabolisme chez C. glutamicum". 

Le choc de température active l'exporteur de glutamate qui provoque la chute du niveau de 

glutamate intracellulaire. La chute du niveau de glutamate intracellulaire déréprime la synthèse 
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de la PEPC et réprime celle de l'ODHC afin de restaurer le niveau de glutamate intracellulaire et 

réprime également la synthèse de la PDH. La chute de la PDH et de l'ODHC, dont la troisième 

sous-unité participe au transfert des électrons de la chaîne respiratoire, provoque très 

probablement une accumulation intracellulaire de NADH et de pyruvate. L'accumulation de 

NADH et de pyruvate à leur tour va permet une activation de la synthèse de lactate par la LDH. 

• La deuxième hypothèse est basée sur la modification de la composition membranaire 

après le choc de température (figure N-18). 
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::t PEPC ... 
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, , ,, "ji P~H ODJ!C P~H _ = ODtfC 

'<~-- -~--- -~ "=:;;;;;,~- c ~~c:L-
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Figure N-18 :deuxième hypothèse "le choc de température altère la structure de membrane 

qui inactive la PDH et ODHC chez C. glutamicum". 
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Le choc de température modifie la structure de la membrane qui active l'exporteur de glutamate. 

L'excrétion de glutamate provoque donc une chute du contenu intracellulaire de glutamate. Cette 

diminution déréprime la synthèse de la PEPC, mais n'a pas d'effet sur celle de la PDH et de 

l'ODHC. La diminution de la PDH et l'inactivation de l'ODHC sont dues à la modification de la 

structure membranaire par le choc de température, car ces deux enzymes sont liées à la 

membrane. Dans ces conditions, le lactate est naturellement produit car les activités PDH et 

respiratoire sont fortement réduites. 

Pour préciser ces hypothèses, il est nécessaire de quantifier les protéines exprimées qui sont les 

sous-unités de la PDH et l'ODHC pendant la croissance et la production de glutamate induite par 

le choc de température. Si la quantité des sous-unités de ces enzymes sera diminuée après le choc 

de température, nous conclurons que la première hypothèse sera valable. Dans les autres cas, si 

la quantité des sous-unités de ces enzymes ne sera pas modifiée ou sera augmentée après le choc 

de température, la deuxième hypothèse expliquera le présent résultat, car les sous-unités 

exprimées nécessitent du repliement pour être actives. 
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Chapitre V: Etude de 1 'ef&t des acides gras sur la croissance et la production de glutamate 

CHAPITRE v : ETUDE DE LA MODIFICATION DE LA PAROI DE 

CORYNEBACTERIUM GLUTAMICUM 2262 PENDANT LA CROISSANCE ET LA 

PRODUCTION DE GLUTAMATE 

Les chapitres précédents ont porté sur l'étude des cinétiques et la régulation enzymatique de C. 

glutamicum 2262 pendant les phases de croissance et de production de glutamate. Au cours de ce 

chapitre, nous allons essayer de mieux comprendre l'effet de l'augmentation de la température sur la 

paroi cellulaire. L'étape d'excrétion du glutamate au travers de la paroi de C. glutamicum 2262 a été 

identifiée comme limitante dans le processus de production de glutamate (Lapujade et al., 1999). 

Dans ce domaine, bien qu'au cours des études précédentes, les travaux publiés ne permettent pas à 

1 'heure actuelle de définir une relation claire entre la composition de la paroi cellulaire et l'excrétion 

de glutamate. Des études plus ou moins récentes montrent que l'excrétion de glutamate apparaît bien 

que la composition de la membrane cytoplasmique (acides gras saturés, acides gras insaturés et 

phospholipides) de C. glutamicum pendant la phase de croissance et de production de glutamate par 

limitation de biotine ou ajout de pénicilline ne soit pas modifiée (Hoischen et Kriimer, 1990; 

Shibukawa et al., 1968) et que l'activation de l'excrétion est observée lors de la diminution de 

lipides totaux la composition de membrane cytoplasmique n'est pas changé (Hoischen et Kriimer, 

1990). Au cours de procédé température, une augmentation du rapport acides gras saturés 1 acides 

gras insaturés est observée bien que la teneur en lipides totaux ne soit pas significativement modifiée 

pendant la phase de production de glutamate (Gourdon, 1999). 

Afin de mieux comprendre l'effet de la température sur la synthèse des acides gras de C. glutamicum 

2262, thermo-inductible pour la production de glutamate, nous avons étudié dans un premier temps 

J'effetde l'appQrt_d'oléate ou depalmitate (acides gras_quLreprésentent 90% d'acides gras totaux) sur 

la croissance cellulaire et la production de glutamate. Ceci permet d'évaluer d'une part l'effet de la 

température sur le métabolisme de ces acides gras avant et après le choc de température et d'autre 

part de mesurer la sensibilité de la production de glutamate vis-à-vis de ces acides gras. Pour 

compléter notre compréhension sur la relation entre la modification de la paroi cellulaire et 

l'excrétion de glutamate, nous étudierons, dans un second temps, la fluidité de la paroi cellulaire 

pendant la fermentation glutamique. 
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V.l. Etude de l'effet des acides gras sur la croissance et la production de glutamate 

V.l.l. En culture discontinue 

• Effet de l'oléate sur la croissance et la production de glutamate à 33°C 

La croissance de C. glutamicum 2262 et sa production en glutamate à 33°C en présence d'oléate à 0-

2 g/1 sont présentées dans la figure V-1. La biomasse atteint une concentration de 18 g/1 à 24 h en 

absence d'oléate (figure V-IA). Lorsque l'oléate est ajouté entre 0,02 et 0,2 g/1, aucun effet visible 

n'est mesuré sur la croissance cellulaire. la biomasse est légèrement affectée en croissance de la 

concentration de l'oléate. A la concentration de 2 g/1 d'oléate, la croissance est complètement 

inhibée (figure V-IF). 
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Figure V-1 :effet de différentes concentrations d'oléate sur la croissance de C. glutamicum 2262 

et sa production de glutamate à 33°C en culture discontinue.-<> :ajout de l'oléate. 
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Quelque soit la concentration d'oléate utilisé, une production de glutamate d'environ 0,5 g/1 est 

mesurée. En effet, le glutamate est produit exclusivement immédiatement après l'ajout d'oléate. 

• Effet de l'oléate sur la croissance et la production de glutamate à 39°C 

A 39°C, l'ajout d'oléate jusqu'à 0,2 g/1, favorise la croissance cellulaire (figure V-2A). En effet on 

constate une augmentation de la concentration finale en biomasse de 100% entre 0,02 et 0,2 g/1 

d'oléate. En revanche, l'ajout d'oléate réduit la production de glutamate. A 2 g/1 d'oléate, on note 

également une inhibition de la croissance, ainsi qu'une très faible production de glutamate. 
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Figure V-2: effet de différentes concentrations d'oléate sur la croissance de C. glutamicum 2262 

et sa production de glutamate à 39°C en culture discontinue.~ :ajout de l'oléate. 
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• Effet du palmitate sur la croissance et la production de glutamate à 33°C 

La figure V-3 présente les cinétiques de C. glutamicum 2262 en culture discontinue à 33°C en 

présence du palmitate à une concentration variant de 0 à 2 g/1. 
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Figure V-3 :effet de différentes concentrations de palmitate sur la croissance de C. glutamicum 

2262 et sa production de glutamate à 33°C en culture discontinue ..... : ajout du palmitate. 

Le palmitate semble avoir le même effet sur les culture à 33°C que l'oléate. En effet, lorsque Je 

palmitate est ajouté de 0,02 à 0,1 g/1, une très légère inhibition de la croissance et une augmentation 

ùc ;" p1uùu.:;Üûü Jç giuîfuüitîc >uuî uÙ>crvtoc>. ;_;"joui ùu paimüaœ à une concentration de 2 giî 

inhibe fortement la croissance et permet de produire du glutamate de 6,5 g/1 à 24 h de culture. 
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• Effet du palmitate sur la croissance et la production de glutamate à 39°C 

La figure V-4 présente les cinétiques de cultures réalisées à 39°C en présence de palmitate de 0 à 2 

g/1. L'ajout de faibles concentrations de palmitate de 0,02 à 0,2 g/1, permet d'augmenter légèrement 

la croissance, alors que la production de glutamate n'est pas significativement augmentée. 
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Figure V -4 : effet de différentes concentrations de palmitate sur la croissance de C. giutamicum 

2262 et sa production de glutamate à 39°C en culture discontinue. - : ajout du palmitate. 

différente du témoin, alors que la production de glutamate est fortement réduite. 
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IV.1.2. En culture semi-continue : comparaison du procédé de production de glutamate en 

présence et absence de palmitate 

Le palmitate semble avoir de l'effet positif pour la production de glutamate en culture discontinue en 

fiole d'Erlenmeyer. Afin de préciser l'effet du palmitate sur la production de glutamate par C. 

glutamicum, l'étude de la production de glutamate a été réalisée en fermentation semi-continue. Le 

palmitate est ajouté 3 h après le choc de température à 39°C dans le milieu de culture à une 

concentration de 0,2 g/1. L'évolution au cours du temps des concentrations en biomasse, glucose, 

glutamate et les vitesses spécifiques de consommation du glucose et de production du glutamate, 

ainsi que les rendements de conversion sont présentés dans les figures V-5 et V-6 en comparaison 

avec le témoin. 

• Croissance 

Pendant la culture à 33°C, la croissa:1ce augmente rapidement et atteint la phase exponentielle après 

4 h. A ce moment, la température de culture est augmentée à 39°C afin de déclencher la phase de 

production de glutamate. Après le choc de température, la croissance et le rendement en biomasse 

chutent fortement et sont pratiquement nuls à partir de 13 h de culture pour les deux fermentations 

(figure V-6A et V-6D). La formation de biomasse augmente lentement après le choc de température 

et atteint la valeur maximale d'environ 20 g à 15 h de culture. Aucun effet significatif du palmitate à 

une concentration de 0,2 g/1 sur la croissance n'a été observé. 

• Consommation de glucose 

La consommation de glucose augmente avec la croissance pendant la culture à 33°C (figure V-6B). 

Après le choc ùe iempéraiure, la consommaiion rie giucose augmente pendant quelques heures de 

culture et puis diminue graduellement jusqu'à la fin de la fermentation (figure V-6B). Lorsque le 

palmitate est ajoüté, pendant la cültüre à 39°C, la vitesse spécifique de consommation àe glucose est 

maintenue plus élevée comparé à la culture témoin. En fin de fermentation, 190 et 249 g de glucose 

sont respectivement consommés par les cellules cultivées en absence et présence de palmitate. 
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Figure V-5: comparaison de cinétique de culture en absence (o, o et 0) 

et en présence de 0,2 g/1 de palmitate ( •, •, + ). 

'" Prüductiüü de glutamate 

La vitesse spécifique de production de glutamate augmente après augmentation de la température et 

attciïrt la v·aküï illâAÜualo de 0,55 g/g.h ~ ï h ùc çuliure pour !es cieux cuitures, ensuite cette vitesse 

diminue graduellement jusqu'à la fin de fermentation (figure V-6C). Cependant, lorsque le palmitate 

est ajouté après 7 h de culture, la chute de la vitesse spécifiqüe de prûdüctiün de glutamate est 

beaucoup plus lente, ceci permet d'augmenter la quantité de glutamate accumulé dans le milieu de 

culture (figure V-5C). 
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Figure V -6 : comparaison les vitesses spécifiques de croissance, de consommation de glucose et de 

production de glutamate et les rendements en biomasse et glutamate de fermentation semi-continue 

à 39°C de C. glutamicum 2262 en absence(-) et présence (-)de palmitate. 
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En fin de fermentation, 90 et 140 g de glutamate ont été produits respectivement sans et avec ajout 

de palmitate, ce qui correspond à 80 et 1 00 g/1. Le rendement instantané de conversion de glucose en 

glutamate augmente graduellement après le choc de température, il atteint sa valeur la plus élevée 

lorsque la croissance est complètement inhibée. De même, l'ajout de palmitate permet d'augmenter 

le rendement de conversion de glucose en glutamate (figure V-6E). 

V.l.3. Discussion 

• Effet de l'oléate et du palmitate sur la croissance de C. glutamicum 2262 

Les acides gras majoritaires (90%) chez C. glutamicum sont l'acide oléique et l'acide palmitique. 

Ces acides gras sont synthétisés à partir de malonyl-CoA par deux systèmes enzymatiques différents 

: FAS-l-A (synthétise les acides gras insaturés comme l'oléate) et FAS-l-B (synthétise les acides 

gras saturés comme le palmitate et le stéarate) (Stuible et al., 1996 ; Stuible et al., 1997). 

33°C 39°C 

Biomasse Glutamate Biomasse Glutamate 

maximale, g/1 maximale, g/1 maximale, g/1 maximale, g/1 

Témoins 18 0 4 15 

0,2 g/1 d'oléate 15 0,5 9 8 

0,2 g/1 de palmitate 15 0,7 6 15 

Tableau V-1 :effet de l'oléate et du palmitate sur la croissance et la production de 

glutamate de C. glutamicum cultivé à 33 et à 39°C en mode discontinu. 

A 33"(;, en culture discontinue, l'ajout de l'oléate ou du palmitate jusqu'à 0,2 g/1 n'affecte pas 

significativement la croissance et la production de glutamate (tableau récapitulatif V -1) ; en 

revanche à une conceniration de 2 g/1, ces acides gras inhibent la croissance. Lorsqu'une molécule 

tensioactive dérivée du palmitate est ajoutée dans le milieu de culture pour induire la production de 

glutamate, cette molécule est absorbée et clivée par les cellules pour donner l'acide gras 
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correspondant (Huchenq et al., 1984). La partie chargée du tensioactif n'induit pas la production de 

glutamate mais elle permet de disperser le tensioactif dans le milieu de culture. En effet, c'est l'acide 

gras saturé (le palmitate) du tensioactif qui induit l'excrétion de glutamate (Naji et al., 2000). Il est 

probable que l'ajout de palmitate à 2 g/1 dans le milieu de culture ait le même effet, mais de façon 

moins importante que pour un tensioactif à cause de sa faible solubilité. Récemment, Kimura et al. 

(1999) ont mis en évidence la répression du gène dtsR, codant probablement pour une protéine 

participant à la formation du complexe protéique catalysant la biosynthèse des acides gras par le 

tween 40. L'inhibition de la croissance par l'ajout de palmitate peut donc être expliquée par 

l'inhibition de la synthèse des acides gras nécessaires pour la croissance. Quant à l'ajout de l'oléate à 

2 g/1, nous constatons que l'inhibition complète de croissance est due à la concentration trop forte de 

cet acide gras. 

Acétyl-CoA 

Choc de ? 

Figure V-7: effet de la température sure la synthèse des acides gras 

chez C. glutamicum 2262. 

A 39°C, la croissance est fortement inhibée, alors la concentration de biomasse finale est fortement 

réduite (Tableau V-1). A cette température, l'apport d'une faible concentration en oléate ou 

paimitare permet ùe resraurer ia croissance ceîiuiaire. Cec1 mct1que que le choc de température limite 

la synthèse des acides gras nécessaires pour la croissance. Cependant, l'ajout de l'oléate augmente 

fûïtement la formation de biomasse, tandis que l'apport de palmitate n'améliore que faiblement îa 

croissance. Ce résultat est en accord avec les résultats de Gourdon (1999) qui a observé une 

diminution de la teneur en acide oléique cellulaire après le choc de température à 39°C pendant la 
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fermentation semi-continue. II semblerait donc que l'augmentation de la température de culture 

exerce un effet négatif sur le système FAS-l-A qui est responsable à la formation de l'oléate (figure 

V-7). L'inhibition de l'activité catalytique du système enzymatique FAS-l-A par l'augmentation de 

la température a été montrée in vitro par Kawaguchi et al. (1979). Cependant, nous ne pouvons pas 

encore identifier 1' enzyme exacte qui est inhibée par le choc de température. 

• Effet de l'oléate et du palmitate sur la production de glutamate parC. glutamicum 

2262 

Pour toutes les cultures à 33 et à 39°C, l'apport de l'oléate dans le milieu de culture ne permet pas 

d'augmenter la production de glutamate, pas contre il réduit la production de glutamate à 39°C 

(tableau récapitulatifV-1). Ceci peut être expliqué par l'augmentation de la croissance pendant la 

culture à 39°C en présence de l'oléate qui dirige un flux carboné partiel vers la synthèse de 

biomasse. 

Fermentation 
discontinue à 33°C 
Fermentation 
semi-continue à 39°C 

Glutamate produit, g/1 

(à 24 h de culture) 

Témoin Ajout du palmitate 

0 6,5 * 

80 104 ** 

Tableau V-2: effet du palmitate sur la production de glüta.tuate. 

Palmitate (*) : 2 g/1, (**) : 0,2 g/1. 

avec 0,2 g/1 de palmitate dans le milieu de culture, une amélioration une amélioration de la 

production de glutamate comparé au témoin peut être mesurée (tableau récapitulatif V-2). Ceci se 

traduit lors du procédé semi-continu par un maintien sur une période plus longue de la vitesse 

spécifique de production de glutamate. En fermentation semi-continue à 39°C, l'ajout 0,2 g/1 de 

palmitate permet de produire du glutamate de 140 g au lieu de 90 g à 24 h de culture (figure V-SC). 
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Ce phénomène n'est pas observé en mode discontinu en fiole d'Erlenmeyer probablement car le pH 

des cultures n'est pas régulé. Le pH lors de culture discontinue a chuté à environ 4 et a probablement 

eu un effet sur la croissance et la production de glutamate. 

Acétyl-CoA 
Ajout du 
palmitate,,,,;;:::,,..,.. ~··~ 

Malonyl-CoA 

FAS-l-A_/ 1 .Jt;t' t FAS-l-B 

Oléate Palmitate 

A 

Ajout du 
Acétyl-CoA 

palmitate ,,,,;:-,,,..,.. doR~ 
39°C '-._ Malonyl-CoA 

... ./ 1 FAS-l-B 

~-1-A t 
Oléate Palmitate 

B 

Figure V-S : effet du palmitate et de la température sur la voie biosynthèse 

des acides gras chez C. glutamicum 2262. A : 33°C, B : 39°C. 

L'augmentation de la production de glutamate en présence de palmitate à 33 et 39°C peu être due à 

l'effet décrit par Kanzaki et al. (1967), qui observent une augmentation de la production de 

glutamate lorsque les cellules présentent une teneur réduite en oléate par rapport au palmitate. Ces 

résultats sont également en accord avec les travaux de Takinami et al. (196S), qui ont mis en 

évidence une augmentation de la production de glutamate en présence de tensioactif dérivé de 

palmitate mais pas en présence de tensioactif dérivé d'oléate. Le palmitate dans le milieu de culture 

va donc probablement s'intégrer dans la paroi de C. glutamicum par conséquent augmenter le 

rapport d'acide gras saturé/insaturé. Une conséquence, sera le maintien de la vitesse spécifique de 

production de glutamate sur une période beaucoup plus longue à 39°C. Toutefois, nous ne pouvons 

pas exclure un effet répresseur du palmitate sur les gènes responsables de la synthèse d'enzymes (ou 

de sous-unités enzymatiques) impliqués dans la synthèse des précurseurs d'acides gras. En effet, le 

tween 40 (dérivé du palmitate) réprime l'expression du gène dtsR (Kimura et al., 1999) (figure V-SA 

et V-SB). 
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La température de 39°C permet d'amplifier l'augmentation du rapport d'acide gras saturé/insaturé en 

présence de palmitate, car la synthèse d'oléate est inhibée (le complexe FAS-l-A) par l'élévation de 

la température (Kawaguchi et al. 1979; Stuible et al., 1996; Stuible et al., 1997) (figure V-SB). 

Cette augmentation peut être donc à l'origine du maintien de la vitesse spécifique de production de 

glutamate sur une période beaucoup plus longue à 39°C. 

V.2. Etude de la fluidité de la paroi de C. glutamicum 2262 producteur de glutamate 

La première partie de ce chapitre a permis d'avoir une meilleure connaissance de l'effet du choc de 

température sur le métabolisme des acides gras nécessaires pour la synthèse de la bicouche de 

phospholipides. La couche d'acides mycoliques, qui se situe à l'extérieur de la couche de 

phospholipides, joue un rôle de barrière plus ou moins fluide chez Mycobacterium. Toutefois, 

l'étude de son rôle lors du processus de production de glutamate parC. glutamicum n'est pas encore 

effectuée. Afin de caractériser les modifications de cette couche chez C. glutamicum 2262 pendant la 

production de glutamate induite par le choc de température, nous avons utilisé la sonde TMA-DPH, 

chargée positivement; cette sonde fluorescente permet de mesurer sa fluidité puisqu'elle ne pourra 

pas (ou très mal) traverser cette couche lipidique externe. La méthode de mesure a été optimisée 

pour cette bactérie, elle est détaillée dans le chapitre Matériels et Méthodes. Dans ce travail, nous 

avons mesuré la valeur d'anisotropie qui est inversement proportionnelle à la fluidité de la paroi de 

C. glutamicum 2262. Le temps de vie de la sonde TMA-DPH a été également vérifié afin de valider 

les valeurs d'anisotropie obtenues. 

L'article dans cette partie est l'étude de la fluidité de C. glutamicum 2262 au cours du procédé de 

pmduction de gluta.ïlate paï le choc de température en modes semi-continu et discontinu. De 

significatives corrélations entre la température de culture et la fluidité de la paroi cellulaire, ainsi 

qu'entre la fluidité de la paroi cellulaire et la vitesse spécifique de production de glutamate ont été 
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Abstract: TMA-DPH was used to assess the cell wall fluidity of Corynebacterium glutamicum 2262 

during the temperature triggered glutamate producing process. Because the fluorescence lif" ti"'" nf 

TMA-DPH was constant ali over the process, fluorescence anisotropy might reflect the cell wall 

fluidity. As a consequence of the chemical structure of TMA-DPH, corynomycolic acid layer was 

probably the target of the probe. When the temperature of the fed-batch culture was increased from 

33 to 39°C to induce glutamate excretion, the fluidity of the cell wall increased (corresponding to a 

decrease in fluorescence anisotropy value from 0.212 to 0.186), while the specifie glutamate 
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production rate attained its maximal value of 0.55 g/g.h. The increase in fluidity of C. glutamicum 

cell wall was not due to the physical effect of the temperature elevation, but might be an alteration of 

the composition of the cell wall. When the bacteria were cultivated at 33, 36, 38 and 39°C in batch 

cultures, a linear relationship was obtained between the maximum specifie glutamate production rate 

and the cell wall fluidity. This suggests that the fluidity of the cell wall play an important role in 

glutamate excretion by C. glutamicum 2262 during the temperature-triggered process. 

Keywords: fluidity, excretion, glutamate, Corynebacterium glutamicum, temperature 

1. Introduction 

To improve glutamate production, the identification of the limiting steps is important, while 

the understanding of the factors controlling those limiting steps will be crucial. Recent data 

suggested that a major kinetic bottleneck is likely located at the leve! of glutamate excretion. In fact, 

a six fold increase in glutamate excretion flux is measured when the glutamate export system is 

activated by a temperature shift during the temperature triggered process (Delaunay et al., 1999; 

Lapujade et al., 1999) and the amplification of the last synthesis step (glutamate dehydrogenase) 

yielded a higher intracellular glutamate titer but an identical excretion rate in Corynebacteria 

(Bormann-El Kholy et al., 1993; Lapujade, 2000; Lapujade et al., 1999). Besides, a high interna! 

accumulation of glutamate can be measured, even under the fastest excretion conditions. To identity 

the parameters modulating the glutamate efflux in C. glutamicum, modification of the composition 

of the membrane, of îhe cellular energy and of the membrane potential of producing and non-

producing cells have been carried out. The recent finding has shown that the cellular energy was 

needed for an active glutamate excretion (Gutmann et al., 1992; Sekine et al., 2001), whereas the 

~!t~;~tic~ vf W~iübïû..tïC p0teutiâ~ ctiG üüî. a[fta;i ihe giutamaie proâuction (Gutmann et al., IYY2; 

Lapujade, 2000). 

Many papers have contributed to the undeïstanding ûf the rnechanisms responsibie îor 

glutamate excretion. In biotin limitation or surfactant processes, it was proposed that the 

modification of cytoplasmic membrane phospholipids such as an increase in the ratio (saturated to 
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unsaturated) fatty acids (Demain and Bimbaum, 1968; Shibukawa and Ohsawa, 1966, Marquet et 

al., 1986), or a decrease in phospholipids (Clément et al., 1984; Clément and Lanéelle, 1986; 

Huchenq et al., 1984) or a decrease in total lipids (Hoischen and Kramer, 1990) are necessary for 

glutamate excretion. Besides, during the glutamate production phase of the temperature triggered 

process, though a reduction of the total lipids content was not observed, an increase in the ratio 

(saturatedlunsaturated) fatty acids was measured (Gourdon, 1999). 

On the other hand, the glutamate excretion by penicillin addition is not related to any 

modification of the composition of cytoplasmic membrane (Shibukawa et al., 1968). In fact, the 

modification of the arabinogalactan-peptidoglycan structure upon penicillin addition might exp lain 

the glutamate excretion as swelling of the glutamate-producing cells occurred (Shibukawa et al., 

1968) as a result of the arabinogalactan-peptidoglycan network weakening (Wijayarathna et al., 

2001). In addition, an alr-disrupted mutant (gene encoding forD-alanine racemase, which generates 

D-alanine necessary for the formation of the arabinogalactan-peptidoglycan network) was able to 

excrete glutamate in a D-alanine deficient medium (Eggeling et al., 2001 ). 

Another hypothesis is the glutamate excretion as a result of a modification of the glutamate 

biosynthesis pathway. Kimura (2002) suggested that the g!uta.mate efflux might be principa!ly due to 

a change in cel! metabolism at the 2-oxoglutarate branch point since a mutant deficient in 2-

oxoglutarate dehydrogenase activity was capable to excrete highly the glutamate without any stress 

and presented a comparable fatty acid composition to its parent strain. 

At Jast, cell wall fluidity has recently been identified as a key factor of the glutamate 

excretion process. A temperature sensitive mutant of C. glutamicum KY9714 has recently been 

shown to be able to produce high amounts of glutamate at higher temperature (37°C): that mutant 

was generated by a mutation on ltsA gene, probably involved in cell wall flüidity ïegulation 

(Hirasawa et al., 2000). 

However, only few data on the fluidity of the lipids of glutamate producing C. glutamicum 

was not modified during the glutamate excretion induced by local anesthetic (Lambert et al., 1995), 

while the modification of the cell wall fluidity of Brevibacterium sp. ATCC 13869 measured du..ring 

growth and glutamate production induced by biotin limitation could not be evidenced since irregular 

values of fluorescence anisotropy were measured during their experiences (Neubeck et al., 1993). 
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In the present paper, we investigated the fluidity of cel! wall during growth and glutamate 

overproduction of C. glutamicum 2262 triggered by increasing in culture temperature from 33 to 

39°C. The anisotropy and the lifetime of the probe fluorescence have been measured for evaluating 

the fluidity of cel! wall. The effects of culture temperatures (33,36,38 and 39°C) on the fluidity of 

cel! wall and on the specifie glutamate production rate were assessed. 

2. Materials and methods 

2.1. Bacterial strain and medium composition 

The strain used throughout this study was Corynebacterium glutamicum 2262. The 

composition of the glutamate production medium used was based on MCGC medium (Von der 

Osten et al., 1989) in which the citrate was replaced by deferoxamine. This medium consisted of: 

glucose (60 g ri), NazHP04 (3 g ri), KHzP04 (6 g ri), NaCl (2 g ri), (NH4)2S04 (8 g ri), MgS04, 7 

H20 (0.4 g 1'\ FeS04, 7 H20 (40 mg ri), FeC!3 (4 mg ri), ZnS04, 7 HzO (1 mg ri) CuClz, 2 H20 

(0.4 mg ri), MnS04, HzO (4 mgr\ (NH4)6Mo7024, 4 H20 (0.2 mgr\ Na2B407, 10H20 (0.4 mgr 

I), CaC12 (84 mg ri), biotin (2 mg ri), thiamine (20 mg ri), deferoxamine (3 mg ri), glycine betaine 

(2 g ri). Polypropylene glycol (1.3 g ri) was used as anti-foaming agent. The additional amounts of 

glucose were added, as required, during the production phase. 

2.2. Fermentation conditions 

Tne inoculum was grown in shake-ilask cultures at 33°C in the modified MCGC medium, 

supplemented with Na2HP04, 3.8 g ri and 1.9 g ri urea. The glucose concentration was diminished 

to 34 g r 1 and pH was set at 7.6 with NaOH. 

For îeô-i>aich cuîtures, 40 ml of this ovemight culture of C. glutamicum were used to 

inoculate a 2liters bioreactor (Biolafitte, France) containing 0.75 1 ofmodified MCGC. The culture 

was grown at 330C with an air rate of 60 1 h-1
. The pH set point was 7.6, regulated with NH3 12N. 

When the biomass concentration reached 5.6 g ri, corresponding an exponential phase, the culture 

temperature was increased to 39°C to induce glutamate production. During the production phase, the 
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culture was pulsed with a concentrated glucose solution (500 g ri) so asto avoid periods of glucose 

limitation. The dissolved oxygen was kept at !east 20% of saturated leve! for avoiding oxygen 

limitation by increasing in air flow rate and agitation ali over the culture. 

For studying the effect of temperature on fluidity of cell wall and specifie glutamate 

production rates, batch cultures were performed with the same condition of fed-batch culture. To 

avoid the effect of product inhibition, a small amount of inoculurn was used to inoculate the 

bioreactor for obtaining an 0Ds70 of 0.4 at the beginning of the diluted culture. The culture 

temperature was set at 33°C for 4 hours to reach the exponential phase of growth and was then 

changed to 33, 36, 38 or 39°C to induce glutamate excretion. 

2.3. Analytical methods 

During the fermentations, samples were collected to determine biomass, glucose and 

glutamate concentrations. The cell concentration was determined by absorbance at 570 nm 

(Spectrophotometer) and by a direct gravimetrie method. After centrifugation of the sample (13,000 

RPM, 5 min, Microfuge lite, Beckman), the amount of glutamate and glucose were enzymatically 

determined on the supematant (Roche, Germany). 

2.4. Fluorescence measurements of bacterial cel! wall 

Fluorescence intensity and anisotropy 

Fluorescence intensity (arbitrary unit) and anisotropy measurements of cells and cells labeled 

with 1-( 4-(Trimethylammoniurn)-phenyl)-6-phenylhexa-1 ,3,5-triene (TMA-DPH) were carried out 

with Fluofluidimeter (AFFffiiO, France) based on Kuhry et al. methods (1983 and 1985). Samples 

coliected from the culture was diluted in a butter cons1sting of: NazHP04 (3 gr;), KHzP04 (6 gr\ 

NaCI (2 g ri) and (NH4)zS04 (8 g r\ pH = 7.6 to obtain cell optic density of 1. Diluted cell 

suspension of 3 ml was labeled with 3 f.ll of TMA-DPH solution (prepared in N,N 

dimethylformamide, 2 mM) for 5 min. Excitation and emission wavelengths were respectively 365 

and 425 nm. The temperature of labeled and blank samples was rigorously controlled during the 
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measurement and the anisotropy was measured at the culture temperature. Five measurements were 

taken for each sample. The steady state fluorescence intensity was determined according to FI= ((111 -

g IJ.)/(I11 + g h), where g is an instrumental correction factor accounting for the photomultiplier's 

balance, and 1ft and h are the emission intensities of the labeled sample, subtracted from the blank 

sample, with polarizers respectively parallel and perpendicular to the direction of the vertically 

polarized excitation light. The steady state fluorescence anisotropy (r) was defined as a reciprocal 

measure of fluorophore mobility in the ce li membrane; a higher anisotropy reflects a lower mobility 

of the labeled environment. The fluorescence anisotropy (r) was calculated by (r) = (I11- g h)/(111 + 2 

g IJ.). The reproducibility of the anisotropy measurement within a given fivefold determination of 5 

independent samples was ± 0.002. 

Fluorescence lifetime 

TMA-DPH fluorescence lifetime ('tr) was determined on similarly prepared samples with 

SLM 48000 phase and modulation spectrofluorimeter (SLM 48000, USA) equipped with a 450 W 

xenon lamp as a light source. The modulation frequencies of the exciting light classically ranged 

from 5 to 90 MHz. The mobility of TMA-DPH in the lipid media which represents the fluidity of 

cell wall, according to Perrin equation, is dependent on the fluorescence anisotropy and lifetime of 

the probe. 

3. Results 

3.1. TMA-DPH staining and fluorescence anisotropy measurement 

TMA-DPH at a concentration of 2 f!M was, used to stain Corynebacteria samples with an 

OD570 of 1. The measured fluorescence intensities of the samples are reported in figure 1. Due to the 

chemical characteristics of TMA-DPH and the biochemical structure Corynebacteria cell wall, we 

suggest that this probe remains anchored to the mycolic acid layer and can not reach the cytoplasmic 

membrane. Whatever the temperature tested, for staining durations be1ow 5 min, the fluorescence 

varies with time, whereas at higher incubation time it remains constant for more than 25 min. These 
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results are in accordance with data presented by Kuhry et al. (1983). Thus staining of the cells was 

performed during 5 min in presence of TMA-DPH. Fluorescence intensity of TMA-DPH stained 

Corynebacteria was shown to vary with the temperature of the assay : respectively 1150 and 1 000 

AU at 33 and 39°C. The decrease in fluorescence intensity at 39°C, compared to 33°C, was due to 

the higher fluorochrome mobility at higher temperature. 
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Figure 1: incorporation kinetics ofTMA-DPH into the cell wall of 

C. glutamicum 2262 at 33 (o) and 39°C ( .. ). 

In order to test the effect of the incubation temperature on the measured anisotropy, 

anisotropy of stained cells was determined at 33 and 39°C. It appeared that a 6°C increase in 

incubation temperature led to a 0.01 decrease in anisotropy value. 

Cells cultured at 33°C 

(growth exponential phase) 

Ce lis cultured at 3 9°C 

for4h 

Anisotropy determined at 

0.213 +/- 0.002 0.200 +/- 0.002 

0.195 +/- 0.002 0.187 +/- 0.002 

Table 1: effect of temperature on anisotropy measurement of 

C. glutamicum 2262 cultured at 33 and 39°C. 
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Besides, we observed that an increase in culture temperature significantly decreased the 

fluorescence anisotropy though the measurements were canied out at 33 or 39°C (Table 1). 

Therefore, staining of the cells and fluorescence anisotropy measurement were performed at a 

temperature identical to the culture temperature. 

3.2. C. glutamicum 2262 kinetics and cel/ walljluidity in glutamate producingfed-batch culture 

When C. glutamicum was cultivated at 33°C, the specifie growth rate increased 

rapidly and attained a maximum value of0.58 h'1 after 4 h of culture (fig. 2). 
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Figure 2: kinetics of C. glutamicum 2262 offed-batch cültwe: biomass (ü), glüCûSe (o), gluîfuuate 

(•), anisotropy (+),specifie growth (-)and glutamate production rate(-). The vertical dashed 

line indicates the time when the temperature is increased from 33°C to 39°C. 
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During this period, glutamate was not produced and fluidity remained at a low !eve!, 

corresponding to the highest anisotropy value measured (r = 0.21 ). Wh en the temperature of the fed­

batch was kept at 33°C ali over the process, the biomass increased rapidly till the oxygen was 

limiting in the culture vesse!. For those culture conditions, glutamate production was not observed 

and the fluorescence anisotropy remained constant at about 0.21 during the whole culture (data not 

shown). On the other band, when, after a 4 h period, the temperature was increased from 33 to 39°C 

to induce the glutamate production, growth was rapidly reduced and practically abolished between 

15 and 24 h of culture; glutamate was excreted and attained a final amount of 90 g, corresponding to 

180 g of glucose consumed after 24 h of culture. The specifie glutamate production rate increased 

sharply to its maximum leve! (0.55 g g-1 h"1
) after 4 h of culture at 39°C; this parameter then 

decreased gradually to reach 0.1 g g-1 h"1 at the end of the culture. Though the culture temperature 

was increased from 33 to 39°C, no decrease in fluorescence anisotropy was measured during at !east 

1 h upon temperature change. Then, after 5h of culture, the fluorescence anisotropy of the cell wall 

decreased from the maximum value of 0.215 to 0.186 and was th en maintained at this low leve! un til 

the end oft.l}e culture. Because the anisotropy value can be affected by the probe lifetime (according 

to Perrin's equation), fluorescence lifetime ofTMA-DPH was measured all over the fermentation. In 

fact, the same fluorescence lifetime (2.95 ns) was measured ali over the process indicating that the 

fluorescence anisotropy reflected directly the fluidity of the cell wall. 

Cells collected at Glutamate excretion activities 

after 4 h of culture at 3 9°C 

6h 100% 

9h 100% 

18 h 106% 

Tabie 2: speciiic gimamate proôuction rate of ceüs coüecte<l !rom the ted-batch culture at 

different culture times and submitted to diluted culture at 39°C with fresh medium. 

It is important to note that the decrease in specifie glutamate production rate for the period 

between 8 and 24 h of culture, while a constant fluorescence anisotropy was measured, was mainly 
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due to an inhibition by extracellular glutamate (Lapujade, 2000; Nunheimer et al., 1970) as cells 

collected at 6, 9 and 18 h of the culture exhibited the same rate of glutamate excretion when 

incubated in a fresh medium (Table 2). 

3.3. Effect of culture temperature on cel! walljluidity 

In order to assess the relation existing between the fluidity of the cell wall, the temperature of 

the process and the specifie glutamate production rate, C. glutamicum 2262 was cultivated in batch 

process at 33, 36, 38 and 39°C. The cultures were initiated at 33°C by inoculating small amount of 

seed in order to avoid the inhibitory effect of extracellular glutamate on glutamate excretion (see in 

the materials and methods section). 
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Figure 3: relation of fluorescence anisotropy of cell wall and maximum specifie glutamate 

production rate of C. glutamicum 2262 cultivated at 33, 36, 38 and 39°C. 

\Vhen the maximut·n specifie yowth ïate was reached, 4 h after cell inoculation, the 

temperature was set at 33, 36, 38 or 39°C. Cell growth and glutamate production were followed 

during 1 0 h. The maximum specifie glutamate production rates were measured approximately 4 h 

highest specifie glutamate production rate correlated with the highest temperature and the highest 

cell wall fluidity (corresponding the lowest a..tlisotropy value). When the maximum specifie 

glutamate production rate of these cultures was plotted against the fluorescence anisotropy, a linear 

relationship was observed (fig. 3). 
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4. Discussion 

Fluorescence anisotropy measured with TMA-DPH (that might remain in the outer mycolic 

acid layer) shall not necessarily correlate with plasma membrane fluidity. In fact, an increase in the 

saturated/insaturated fatty acid ratio observed in C. glutamicum 2262 (Gourdon, 1999) might 

decrease the fluidity whereas the temperature per se should increase that parameter. In Escherichia 

coli or Oenococcus oeni, a temperature increase (from 30 to 45°C forE. coli and from 30 to 42°C 

for O. oeni) of the medium, might have provoked an immediate increase in membrane fluidity, 

which was then restored to the initial value after a few hours of beat exposure (Mejia et al., 1999; 

Tourdot-Maréchal et al., 2000). 

It appeared that mycolic acid bilayer fluidity that determines the global cell wall fluidity in 

Mycobacterium (Liu et al. 1996) increases after severa! hours of temperature up-shock during the 

temperature triggered glutamate producing fed-batch process. Contrary to the data shown in Fig. 1 or 

Table 1, no decrease in fluorescence anisotropy was measured during at !east 2 hours upon 

temperature change. In fact, Corynebacteria might be capable to quickly adapt to the temperature 

change throug.h enzymes activation phenomenon involving enzymes responsible for the saturation or 

cis/trans isomerization (Cronan, 2002) of the corynomycolates. Then, after 2 hours of culture at 

39°C, cell wall fluidity increases probably as a consequence of the modification of the 

corynomycolate bilayer composition. 

Cell wall fluidity increased dramatically to attain a maximum and stable value 4 h after the 

temperature up-shift, when the highest specifie glutamate excretion rate was measured. The specifie 

glutamate production rate then decreased as a consequence of extracellular metabolite accumulation 

such as glutmnate (Lapüjade, 2000; t~unheirner et âl., 19ïû). Besiàes, an increase in the specifie 

glutamate production rate was measured as C. glutamicum 2262 cell wall fluidity rose for the 

different temperatures tested from 33 to 39°C. Those results are in agreement with the data of 

sensitive mutant of C. glutamicum mutated in ltsA, a gene probably involved in cell wall fluidity 

regulation. 

Thus, though, the cytoplasmic membrane, via a modification of the composition of that 

bilayer (Marquet et al., 1986; Clément et al., 1984; Clément and Lanéelle, 1986; Huchenq et al., 
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1984; Hoischen and Krlimer, 1990) or an activation of activities of the glutamate biosynthesis 

pathway (Kimura, 2002), or the modification of the arabinogalactan-peptidoglycan layer (Eggeling et 

al., 2001; Shibukawa et al., 1968) might be involved in the glutamate excretion by C. glutamicum 

2262, the modification of cel! wall fluidity seems to play an important role in glutamate excretion. 

A deeper insight into corynomycolate composition of C. glutamicum 2262 as weil as a better 

understanding of their synthesis mechanism and a modification of the corynomycolate layer (using 

drugs such as isonicotinic acid hydrazide (INH)) should give elues regarding the effect of the 

temperature on the cell wall during the temperature triggered process. 

Acknowledgements 

The authors thank Mohamed Younsi for helpful discussions. 

References 

Bormann-El Kholy, E.R., Eikmanns, B.J., Gutmann, M., Sahm, H., 1993. Glutamate dehydrogenase 

is not essential for glutamate formation by Corynebacterium glutamicum. Appl. Environ. Microbiol. 

59, 2329-2331. 

Clément, Y., Escoffier, B., Trombe, M.C., Lanéelle, G., 1984. Is glutamate excreted by its uptake 

system in Corynebacterium glutamicum? A working hypothesis. J. General Microbiol. 130, 2589-

2594. 

Clément, Y., Lanéelle, G., 1986. Glutamate excretion mechanism in Corynebacterium glutamicum: 

U.ig~taiü~ ùy hiütiü sta.rvitlÎüü ûr ùy :surÎaL:iani aùùiiiun. J. Generai Iviicrobioi. î32, 925-929. 

Crona,.~, J.E. Jr., 2002. Phospholipid modifications in bacteria. Cürrent Opiniûn :rvficrûbiol. 5, 202-

205. 

157 



Chapitre V: Etude de la modification de la paroi cellulaire 

Delaunay, S., Gourdon, P., Lapujade, P., Mailly, E., Oriol, E., Engasser, J.M., Lindley, N.D., 

Goergen, J.L., 1999. An improved temperature triggered process for glutamate production with 

Corynebacterium glutamicum. Enzyme Microbial. Teclmol. 25,762-768. 

Demain, A.L., Bimbaum, J., 1968. Alteration of permeability for the release of metabolites from 

microbial cel!. Current Topics Microbiol. Immunol. 46, 1-25. 

Eggeling, L., Krumbach, K., Sahm, H., 2001. L-glutamate efflux with Corynebacterium glutamicum: 

why is penicillin treatment or tween addition doing the same? J. Mol. Microbiol. Bioteclmol. 3, 67-

68. 

Gourdon, P., 1999. Etude physiologique d'une souche de Corynebacterium glutamicum productrice 

d'acide glutamique: quantification des flux métaboliques et des contraintes biochimiques en phase 

de production. Ph.D. Thesis, Institut National des Sciences Appliquées de Toulouse, France. 

Gutmann, M., Hoischen, C., Kramer, R., 1992. Carrier-mediated glutamate secretion by 

Corynebacterium glutamicum under biotin limitation. Biochim. Biophys. Acta 1112, 115-123. 

Hirasawa, T., Wachi, M., Nagai, K., 2000. A mutation in the Corynebacterium glutamicum ilsA 

gene causes susceptibility to lysozyme, temperature-sensitive growth, and L-glutamate production. J. 

Bacteriol. 182, 2696-2701. 

Hoischen, C., Kr3Jner, R., 1990. rvfembrâne alteratiûn is necessary but not sufficieni for effective 

glutamate secretion in Corynebacterium glutamicum. J. Bacteriol. 172, 3409-3416. 

tnn-' ,...,_ • • 
170""t, \JlULè:lHH:llt: 

excretion triggering mechanism: a reinvestigation of the surfactant-induced modification of cell 

!ipids. An..n. Microbio!. 135, 53-67. 

!58 



Chapitre V: Etude de la modification de la paroi cellulaire 

Kimura E., 2002. Triggering mechanism of L-glutamate overproduction by dtsRJ in coryneform 

bacteria. J. Biosci. and Bioeng. 94, 545-551. 

Kuhry J.G., Duportail G., Bronner C., Laustriat G., 1985. Plasma membrane fluidity measurements 

on whole living ce11s by fluorescence anisotropy of trimethylammoniumdiphenylhexatriene. 

Biochim. Biophys. Acta 845,60-67. 

Kuhry, J.G., Fonteneau, P., Duportail, G., Maechling, C., Laustriat, G., 1983. TMA-DPH: a suitable 

fluorescence polarization probe for specifie plasma membrane fluidity studies in intact living ce1ls. 

Cell Biophysics 5, 129-140. 

Lambert, C., Erdmann, A., Eikmanns, M., Kramer, R., 1995. Triggering glutamate excretion in 

Corynebacterium glutamicum by modulating the membrane state with local anesthetics and osmotic 

gradients. Appl. Environ. Microbiol. 61, 4334-4342. 

Lapujade, P., Goergen, J.L., Engasser, J.M., 1999. Glutamate excretion as a major kinetic bottleneck 

for the thenna11y triggered production of glutamic acid by Corynebacterium glutamicum. Metab. 

Eng. 1, 255-261. 

Lapujade, P., 2000. Etude cinétique et physiologique de Corynebacterium glutamicum productrice 

de glutamate: importance du contenu ce11ulaire et de l'étape d'excrétion de glutamate. Ph.D. thesis, 

Institut National Polytechnique de Lorraine, France. 

Liu, J., Barry, C.E., Besra, G.S., Nikaido, H., 1996. Mycolic acid structure determines the fluidity of 

the Mycobacteriai cell wall. J. Biol. Chem. 271, 29545-29551. 

Marquet, M., Uribelarrea, J.L., Huchenq, A., Lanée11e, G., Goma, G., 1986. Glutamate excretion by 

Corynebacterium glutamicum: a study of glut~rnate accu..TTiulation during a fermentation course. 

Appl. Microbiol. Biotechnol. 25, 220-223. 

!59 



Chapitre V: Etude de la modification de la paroi cellulaire 

Mejia, R., G6mez-Eichelmann, M.C., Femandez. M.S., 1999. Escherichia coli membrane fluidity as 

detected by excimerization of dipyrenylpropane : sensitivity to the bacterial fatty acid profile. Arch. 

Biochem. Biophys. 368, 156-160. 

Neubeck, M., Prenner, E., Horvat, P., Bona, R., Hermetter, A., Moser, A., 1993. Membrane fluidity 

in glutamic acid-producing bacteria Brevibacterium sp. ATCC 13869. Arch. Microbiol. 160, 101-

107. 

Nunheimer, T.D., Bimbaum, J., llmen, E.D., Demain, A.L., 1970. Product inhibition of the 

fermentative formation of g1utamic acid. A pp!. Micro biol. 20, 215-217. 

Sekine, H., Shimada, T., Hayashi, C., Ishiguro, A., Tomita, F., Yokota, A. 2001. H+-ATPase defect 

in Corynebacterium g1utamicum abolished glutamic acid production with enhancement of glucose 

production rate. Appl. Microbiol. Biotechnol. 57, 534-540. 

Shibukawa, M., Ohsawa, T., 1966. L- glutamic acid fermentation with molasses. Part VI. Effect of 

the saturated-unsaturated fatty acid ratio in the cel! membrane fraction on the extracellular 

accumulation ofL-glutamate. Agric. Biol. Chem. 30,750-758. 

Shibukawa, M., Kurima, M., Okabe, S., Ohsawa, T., 1968. L- glutamic acid fermentation with 

molasses. Part X. On the difference in mechanisms for the bacterial extracellular accumulation of L­

glutamate between fatty acid derivative and penicillin. Agric. Biol. Chem. 32, 641-645. 

Tourdot-Maréchal, R., Gaboriau, D., Beney, L., Diviès, C., 2000. Membrane fluidity of stressed cells 

of Oenococcus Deni. Intem. J. Food Microbiol. 55, 269-273. 

Von der Osten, C.H., Gioannetti, C., Sinskey, A.J., 1989. Design of a defined for growth of 

Corynebacterium glutamicum in which citrate facilitates iron uptake. Biotecl""'u">lol. Lett. 11, 11-16. 

160 



Chapitre V: Etude de la modification de la paroi cellulaire 

Wijayarathna, C.D., Wachi, M., Nagai, K., 2001. Isolation of fis/ and murE genes involved in 

peptidoglycane synthesis from Corynebacterium glutamicum. Appl. Microbiol. Biotechnol. 55, 466-

470. 

V.3. Discussion 

L'excrétion de glutamate est considérée comme une étape clé, probablement l'une des plus 

limitantes pour la production de glutamate (Lapujade et al., 1999). Il est admis que cette étape est 

effectuée par un transporteur spécifique dépendant de l'énergie cellulaire (ATP) mais indépendant 

du potentiel membranaire (Duperay et al., 1992 ; Gutmarm et al., 1992; Hoischen et Kriimer, 

1989; Kriimer, 1994; Lapujade, 1999; Sekine et al., 2001). Ce système permet de pomper Je 

glutamate intracellulaire vers le milieu extracellulaire contre le gradient de glutamate entre les deux 

compartiments. Toutefois, le gène de l'exporteur de glutamate n'a pas encore été cloné. Alors que le 

procédé de production de glutamate est extrêmement bien contrôlé, les mécanismes physiologiques 

et métaboliques responsables de l'excrétion commencent seulement à être identifiés. Le mécanisme 

d'activation du transporteur lui-même reste encore inconnu. 

Le transporteur à glutamate, enchâssé dans la membrane plasmique est activé après choc 

température. Nous avons l'évidence que le choc de température inactive la synthèse de l'oléate 

nécessaire pour la croissance. Ceci provoque une augmentation du rapport d'acides gras 

saturés/insaturés observé par Gourdon (1999). Il est très probable que la température inactive Je 

système FAS-l-A responsable de la synthèse des acides gras insaturés, car l'activité de ce système 

est inactivée, in vitro, par une élévation de la température (Kawaguchi et al., 1979; Stuible et al., 

1996; Stuible et al., 1997). Nous avons recrée cette situation en ajoutant du palmitate dans le milieu 

des cultures discontinue à 39°C, ce qui a permis d'augmenter la production de glutamate. 

Le réseau d'arabinogaîactane-peptidoglycane n'a pas été étudié lors de cette étude, mais nous 

pouvons estimer que cette couche est modifiée par le choc de température chez C. glutamicum 2262, 

car nous avons observé une réduction de la ïailie cellulaire pendant ia phase d'excrétion de 

glutamate. Le phénomène observé est très différent de celui constaté lors des procédés utilisant une 

limitation de biotine (Kinoshita, 1985) ou ajout de pénicilline (Shibukawa et al., 1968)puisque dans 
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leurs cas, un gonflement cellulaire a été observé. En effet, le pénicilline peut jouer un rôle inhibiteur 

de la formation du réseau d'arabinogalactane-peptidoglycane, car l'activité de septum­

peptidoglycane synthase peut être inactivée par la pénicilline (Wijayarathna et al., 2001). Par 

ailleurs, quand le gène alr est inactivé (gène codant pour D-alanine racemase qui fourni du D­

alanine nécessaire pour la synthèse du réseau d'arabinogalactane-peptidoglycane), le glutamate peu 

être excrété lors de la culture en limitation de D-alanine (Eggeling et al., 2001). Bien que nous 

n'ayons à l'heure actuelle pas d'explications claires sur le rôle de cette structure dans l'excrétion de 

glutamate par C. glutamicum 2262, ces données suggèrent que la modification du réseau 

d'arabinogalactane-peptidoglycane pourrait être un facteur important. 

La paroi des Corynébactéries est constituée d'une deuxième bicouche lipidique, la couche de 

corynomycolates. De nombreux travaux ont contribué à la compréhension du rôle de cette couche 

chez Mycobacterium (Liu et al., 1996; Minikin et al., 2002). Cette couche sert notamment de 

barrière contre les antibiotiques et des modifications de sa structure la rendent encore imperméable. 

Ce!Ie-ci est responsable de !a fluidité de la pami cellulaiïe (Liu et al., 1996). Lorsque le TMA-DPH 

a été utilisé pour mesurer la fluidité de la paroi cellulaire de C. glutamicum 2262, il est apparu que 

l'augmentation de la fluidité de la paroi cellulaire coïncide avec l'augmentation de la température de 

culture et une élévation de la vitesse spécifique de production de glutamate. Toutefois, 

l'augmentation de la fluidité de la paroi cellulaire n'est pas dûe à l'effet physique de la température 

mais serait fortement liée à la modification de la structure de la bicouche de corynomycolates dans 

laquelle le TMA-DPH va se fixer. Puisque la sonde TMA-DPH est chargée positivement et la valeur 

de fluorescence est stable pendant 25 min après le marquage, nous suggérons que cette sonde reste 

dans la couche d'acides mycoiiques et ne peut pas marquer la membrane cytoplasmique 

(phospholipides) pendant la mesure de la valeur d'anisotropie. Cette hypothèse est en accord avec 

les rapports de Kuhry et al. (1983) qui ont observé que cette sonde ne peut traverser dans la couche 

lipidique; à l'iüi6ri"u' Ùc; ia parui cellulaire qu"après 3û min âe marquage. L'augmentation de la 

fluidité de la paroi mesurée par TMA-DPH n'est donc pas en désaccord avec l'augmentation du 

rapport acides gras saturés/insatüré meswé pendant la phase de production de la îermentation 

glutamique (Gourdon, 1999). 
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Chez E. coli, le choc de température augmente immédiatement la fluidité membranaire, mais les 

bactéries restaurent la fluidité initiale après quelque heures de culture (Mejià et al., 1999). Ce 

phénomène probablement bénéfique pour la production de glutamate, n'est pas observé chez C. 

glutamicum 2262. Récemment, lorsque le gène ltsA (gène codant pour une protéine qui participe 

probablement à la régulation de la rigidité de la paroi cellulaire) est inactivé chez C. glutamicum, le 

glutamate peut être excrété efficacement après le choc de température (Hirasawa et al., 2000). 

Etant donnée que des liens physiologiques étroits existant entre les différentes couches de la paroi de 

C. glutamicum (membrane plasmique, arabinogalactane-peptidoglycane, bicouche d'acides 

mycoliques) (Eggeling and Sahm, 2001). , la modification d'une couche peut perturber l'ensemble 

des autres couches de la paroi. C'est ainsi qu'une modification de la composition ou de l'état de la 

couche de corynomycolates peut affecter la fluidité de la membrane plasmique et par conséquent 

affecter les enzymes liées à la membrane telle que l'exporteur de glutamate ou les activité PDH et 

ODHC. 
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CONCLUSION GENERALE 

L'obj~ctif de ce travail de thèse était d'étudier le comportement cinétique et physiologique de 

Corynebacterium glutamicum 2262 en culture continue et de le comparer à celui mesuré en 

culture semi-continue, d'étudier les modifications métaboliques et physiologiques des voies de 

biosynthèse du glutamate suite à une augmentation de température, et d'étudier les modifications 

de la paroi cellulaire de C. glutamicum 2262 au cours de la fermentation glutamique. 

• Qu'apportent les études cinétiques en culture continue? 

o Etudes cinétiques en croissance 

Pendant la croissance à 33, 37 et 39°C (pour les cellules sélectionnées), le glucose est métabolisé 

pour être transformé principalement en biomasse. En conditions optimales de croissance, la 

vitesse spécifique de croissance de C. glutamicum 2262 peut atteindre 0,6 h'1 à 33°C. En culture 

continue à 33 et à 37°C, la vitesse spécifique de croissance, la concentration de biomasse et le 

rendement de conversion de glucose en biomasse augmentent avec le taux de dilution. 

La consommation de glucose augmente avec le taux de dilution lors de cultures à l'état 

stationnaire à 33 et à 3rC. La vitesse spécifique de consommation de glucose pour la 

maintenance, à l'état stationnaire à 33, 37 et à 39°C pour les cellules sélectionnées, sont 

respectivement de 0,06; 0,085 et 0,15 g/g.h. La consommation de glucose pour la maintenance 

provoque une diminution du rendement de conversion de glucose en biomasse pour les faibles 

taux de croissance de chaque température. Par ailleurs, l'augmentation de la vitesse spécifique de 

consommation de glucose pour la maintenance, dûe à l'augmentation de la température de 

culture, provoque une chute du rendement de conver~ion de -glucose en biomasse pour un même 

taux de croissance. Toutefois, les cellules productrices de glutamate à 39°C ne consomment pas 

de glucose pour la maintenance à cette température puisque la croissance cellulaire est arrêtée. 

o Comportement cinétique de C. g/utamicum 2262 en culture continue à 39°C 

En fermentation continue à 39°C et à D = 0,05 h-1
, la croissance est rapidement inhibée après le 

choc de température; les cellules passent d'un état de croissance à un état de production de 
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glutamate. Les cellules productrices de glutamate ont leur taille plus petite. Ceci est 

probablement dû à la modification de la couche arabinogalactane-peptidoglycane qui détermine 

la forme septum des bactéries. Une production de glutamate peut être obtenue tant que les 

cellules productrices ne sont pas été complètement lessivées du réacteur (150 h à D = 0,05 h'1). 

Ensuite, une sélection des cellules qui résistent à la température de 39°C, et qui possèdent une 

croissance et une taille plus élevée s'installent et prédominent ensuite dans la cuve. 

Les données des fermentations continues nous permettent de confirmer les résultats observés par 

Lapujade (2000) concernant l'effet de la température sur la croissance et la production de 

glutamate et également de préciser le comportement de la production de lactate et de tréhalose 

(figure 1). 

[ .Maintènance J 
El) 

Figure 1 : effet de la température et du glucose sur le comportement macrocinétique 

de C. glutamicum 2262. 

Comparée avec la fermentation semi-continue, la production de glutamate en fermentation 

continue peut être réalisée plus longtemps, car le glutamate s'accumule faiblement dans le milieu 

de cü!twc; lâ vitc3sc spéci:5que üJaxlüJâlt:: dt:: fuüùud.iun ùc giuiamate en Ïennenrarion continue 

est de 0,4 g/g.h contre 0,6 g/g.h en fermentation semi-continue et 0,8 g/g.h en fermentation 

discontinue. Ceci est très probablement dû à la limitation de glucose nécessaire pour générer de 

J'énergie cellulaire pour le transporteur de glutamate durant les premières heures de la culture 

continue .à 39°C, D = 0,05 h'1
, mais aussi à l'augmentation de la population de cellules 

sélectionnées qui ne produisent pas ou quasiment pas de glutamate en présence d'un excès de 

glucose dans Je milieu de culture. Cependant le rendement de conversion de glucose en 
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glutamate en fermentation continue à 39°C, D = 0,05 h-1 (de l'ordre de 0,5 g/g) reste assez 

comparable avec celui en fermentation semi-continue à 39°C. 

La production de lactate en présence d'une concentration importante de glucose est liée à la 

chute de la croissance. Or la diminution de la croissance entraîne une chute de l'oxydation du 

NADH (Cocaign-Bousquet et al., 1996). Nous avons mis en évidence une forte diminution de la 

respiration pendant la phase de production de glutamate lorsque la croissance est fortement 

réduite; ceci provoque probablement l'accumulation intracellulaire du NADH. Par ailleurs, nous 

avons observé une forte chute de l'activité PDH pendant la phase de production de glutamate. 

Ceci provoque probablement une accumulation du pyruvate simultanément à l'accumulation de 

NADH, et par voie de conséquence la formation de lactate. La coïncidence de la chute de 

respiration et de l'activité PDH peut être expliquée par le fait que la 3ième sous-unité de PDH 

participe à la fois à la formation du complexe pyruvate déshydrogénase et au transfert des 

électrons vers la chaîne de respiratoire. 

La production de tréhalose apparaît pendant la phase de production de glutamate. La vitesse 

spécifique de production de tréhalose est élevée lorsque la concentration de glucose dans le 

milieu de culture est élevée. Une forte concentration de glucose dans le milieu de culture 

provoque probablement l'accumulation du glucose-6P, précurseur de tréhalose. Le contrôle de la 

concentration de glucose est donc nécessaire pour la fermentation glutamique. 

• Quelles sont les modifications métaboliques et physiologiques au cours de la fermentation 

glutamique ? 

o Glutamate intracellulaire 

Le contenu en glutamate intracellulaire reste à une valeur supérieure à 50 mg!g PS lorsque les' 

ceiiuies sont en phase de croissance, quelque soit la température de culture. En revanche ce 

niveau chute pendant la phase d'excrétion de glutamate (inférieure à 40 mg!g PS) lorsque la 

cwissance est complètement inhibée. Ceci suggère que cette souche exige un niveau de 

glutamate intracellulaire élevé pour la croissance. Lorsque le glutamate intracellulaire chute 

pendant la phase de production de glutamate, nous pouvons émettre l'hypothèse que le choc de 

température provoque premièrement une excrétion de glutamate et la chute du niveau de 

glutamate intracellulaire est hi conséquence de l'excrétion. Une autre hypothèse émise par 
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Kimura (2002) consiste à dire que l'excrétion de glutamate est liée à la chute de l'ODHC qui va 

permettre le basculement du flux carboné vers la synthèse de glutamate. 

o Enzymes de la synthèse de glutamate 

Lors des cultures sous différents modes, les cellules en culture à 39°C présentent une activité 

PEPC plus élevée qu'à 33°C. Cette augmentation est dûe à la chute du niveau de glutamate 

intracellulaire pendant la phase de production de glutamate à 39°C, car cette enzyme est 

réprimée par le niveau de glutamate intracellulaire. Les activités de l'ICDH et de la GDH 

présentent des niveaux élevés et ne sont pas modifiées quelle que soit la température de culture, 

le mode de culture et la vitesse de croissance cellulaire. Nous avons également pu mettre au 

point le dosage des activités PDH et ODHC au cours de la fermentation glutamique. La PDH 

diminue pendant la phase de production de glutamate, tandis que l'activité ODHC diminue juste 

après le choc de température et est complètement inactivée après environ 5 h de culture à 39°C. 

La modification du niveau de ces deux enzymes pourrait être dûe à la baisse du niveau de 

glutamate intracellulaire qui joue un rôle activateur de l'expression de ces deux enzymes. C'est 

pourquoi les cellules cultivées en milieu contenant du glutamate comme seule source carbonée, 

présentent un niveau élevé à la fois en glutamate intracellulaire et en ces deux enzymes. Il est 

également possible que la baisse du niveau intracellulaire de ces deux enzymes soit dûe à la 

modification de l'enveloppe cellulaire après l'induction; en effet, une grande partie de l'activité 

de ces deux enzymes peut être retrouvée dans les débris de l'enveloppe cellulaire et la mesure de 

l'activité de ces deux enzymes nécessite une forte concentration en glycérol dans le teste 

enzymatique, qui permet de recréer un environnement lipidique. 

o Relation entre le niveau enzymatique et la synthèse de glutamate 

L'augmentation de la PEPC pendant la phase de production de glutamate des cultures en mode 

ùisconiinu, "'mi-coniinu (Deiaunay ei ai., i999; Gourâon et Linâiey, 19~~) ou contmu présente 

un effet positif sur la synthèse de glutamate. Cependant, la chute de la PDH pendant la phase de 

production de glut~111ate à 39°C peut être une étape limita11te poür la synL'îèse de glutamate. 

Cette baisse peut être également à l'origine de la chute de la respiration qui entraîne 

probablement une accumulation de NADH et de pyruvate intracellulaire. Ces accumulations 

provoquent ensuite la formation de lactate. Au contraire, l'inactivation de l'ODHC pendant la 

phase de production de glutamate favorise la synthèse de glutamate en déviant le flux carboné au 
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niveau de l'a-cétoglutarate vers le glutamate. C'est pourquoi, la vitesse spécifique de synthèse 

de glutamate pendant la phase de production à 39°C est bien supérieure à celle mesurée en 

croissance rapide à 33°C. 
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Figure 2 : effet du choc de température sur les régulations métaboliques de C. glutamicum 2262. 

Hypothèse A : le glutamate intracellulaire joue un rôle central des régulations et hypothèse B : la 

modification de la membrane est l'origine des régulations. 

La figure 2 résume î'effet du choc de température sur les modifications métaboliques de C. 

glutamicum 2262 au cours de la fermentation glutamique. Deux hypothèses, dont la première est 

basée sur le rôle central du glutamate et la deuxième sur la modification de la membrane qui 

p<aiuiu" JJiûuuulvmvul].,, vu:~;yrnvs rnernoranaires, peuvem âonc expîiquer ces modifications. 

o Potentiel memhranaire 

Quelle que soit la température et le mode de culture utilisés, le potentiel membranaire augmente 

avec la vitesse spécifique de croissance. Lors de la phase de production de glutamate, la chute du 

potentiel membranaire a déjà été observée (Duperray et al., 1992; Lapujade, 2000); cependant, 
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bien que cette chute n'est pas liée avec à la surproduction de glutamate (Gutmann et al., 1992), 

nous n'avons pas identifié la cause de cette chute en culture discontinue ou semi-continue. 

• Quelles sont les effets de la température sur l'enveloppe cellulaire de C. glutamicum 2262 

au cours de fermentation glutamique ? 

o Effet de la température sur le métabolisme des acides gras 

Lors de 1 'étude de l'effet d'acides gras sur la croissance et la production de glutamate à 33 et à 

39°C, nous avons conclu que Je choc de température limite la synthèse des acides gras 

nécessaires pour la croissance de C. glutamicum 2262 : le choc de température inhibe notamment 

fortement la synthèse de l'oléate (figure 3). 

Acétyl-CoA 
Ajout du 

palmitate,,,,;:,,,...,.. ~. 
Malonyl-CoA 

FAS-l-A_/ 1 JI;(' • FAS-l-B 

A 
Oléate Palmitate 

Ajout du 
Acétyl-CoA 

d•R~ 

39•c~ /'!':~:·: 
~-1-A .• 

1 . -
pa mt tate"""""""" ..... 

Oléate Palmitate 

B 

Figure 3 : effet du palmitate et de la température sur la voie biosynthèse des acides gras 

chez C. glutamicum 2262 à 33°C (A), et à 39°C (B). 

Ce résultat est en accord avec ceux de Gourdon (1999). En effet, l'augmentation de la 

lt:mp6ralurt: inhibt:, in vitro, ia synrhèse âes aciâes gras insaturés (Kawaguchi et al. 1979) qui est 

effectuée par Je système FAS-l-A (Stuible et al. 1996; Stuible et al., 1997). D'autre part, l'apport 

du palmitate da.'ls le milieu de culture permet de mainteniï la vitesse spécifique àe proàuciion àe 

glutamate plus longtemps, ce qui permet d'une augmentation de la production de glutamate en 

fermentation semi-continue à 39°C. Le palmitate pourrait jouer un rôle répressif sur 1 'expression 

d'enzymes à la synthèse des acides gras. En effet, Je tensioactif tween 40, dérivé du palmitate 

réprime l'expression du gène dtsR codant probablement pour une sous-unité de l'enzyme 
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responsable pour la synthèse du malonyl-CoA, précurseur de la synthèse des acides gras (Kimura 

et al., 1999; Kimura et al., 2002). L'ajout de palmitate à 39°C permet donc d'amplifier 

l'augmentation du rapport acides gras saturés/insaturés. 

o Effet de la température sur la fluidité de l'enveloppe cellulaire et l'activité de 

l'excrétion de glutamate 

Le choc de température provoque une augmentation de la fluidité de l'enveloppe cellulaire. 

Lorsque les cellules sont cultivées à différentes températures (33, 36, 38 et 39°C), la fluidité de 

l'enveloppe cellulaire augmente de façon linéaire avec l'augmentation de la température. 

Toutefois, cette augmentation n'est pas dûe à l'effet physique de la température, mais à une 

modification de la composition de l'enveloppe cellulaire, puisque la fluidité mesurée juste après 

le choc de température n'est pas significativement modifiée. 

L'augmentation de la fluidité de l'enveloppe cellulaire n'est pas en accord avec l'augmentation 

de la teneur en acides gras saturés observée par Gourdon (1999): en effet, la sonde TMA-DPH, 

chargée positivement, reste probablement localisée au niveau de la couche d'acides mycoliques 

et ne parvient pas à marquer la membrane plasmique. Cette hypothèse peut être étayée par le fait 

que la fluidité de la paroi des mycobactéries est dûe à la fluidité de la couche d'acides 

mycoliques (Liu et al., !996). L'augmentation de la fluidité de cette bicouche lipidique coïncide 

avec l'augmentation de la vitesse spécifique de production de glutamate, les variations de la 

composition vont être très importantes pour l'excrétion de glutamate lors de la fermentation 

glutamique. 
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PERSPECTIVES 

Afin de compléter nos connaissances sur le métabolisme de C. glutamicum, nous proposons à court 

ou moyen terme les travaux suivants : 

• L'étude de l'application de différents profils thermiques sur les principales cinétiques de la 

fermentation glutamique. Ces études permettrons de caractériser l'adaptation des cellules au stress 

thermique. Des conséquences importantes peuvent être attendues sur les performances de la 

fermentations. 

• L'amplification de l'activité PDH, dont la séquence est actuellement disponible dans la littérature, 

puisque 1 'activité de cette enzyme chute pendant la phase de production de la fermentation 

glutamique. L'amplification de la PDH devrait permettre de réduire la formation de lactate et de 

produire plus de glutamate pendant la fermentation glutamique. 

• Identification des sous unités de la PDH et l'ODHC pendant la fermentation glutamique. Ceci 

permet d'identifier précisément si la chute de ces deux enzymes est due à la modification de la 

membrane ou à la chute du niveau de glutamate intracellulaire. 

• Etudier le métabolisme des lipides : caractérisation des enzymes responsables à la transition de la 

phase de croissance à la phase de production de glutamate et également à la résistance au choc de 

température. 

• Identifier les acides mycoliques responsables de la modification de la fluidité de la couche d'acides 

mycoliques lors de la phase de production et déterminer leur rôle dans le processus d'excrétion de 

glutamate. 

• Identifier l'exporteur de glutamate et étudier son rôle dans le processus de production du glutamate 

par surexpression du gène correspondant 

• Identifier les tacteurs responsables de l'arrêt de la production de glutamate en fermentation 

glutamique. Ceci amène à identifier les gènes ou les protéines qui sont réprimés, inactivées ou 

activées paï le chûc de températüre. 

• Identifier les conditions optimales de production de glutamate lors du procédé 

combiné "température et ajout de palmitate". La concentration précise de palmitate, le moment de 

l'ajout de palmitate ainsi que la température de la fermentation sont les paramètres à optimiser. 
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ANNEXE 1 : Cinétique de la fermentation continue à 39°C et à taux de dilution de 0,05 h-1 

Deux fennentations supplémentaires ont été réalisées afin de valider les résultats cinétiques 

obtenus dans le chapitre III. Ces deux . fennentations présentent leur comportement cinétique 

similitude de celui obtenu dans le chapitre III. 
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ANNEXE 2 : Etude de la production de glutamate par C. glutamicum 2262 en fermentation 

contin ne 

Instability of glutamate production by Corynebacterium glutamicum 2262 in continuons 
culture using the temperature-triggered process 

Davin Uy', Stéphane Delaunal, Pierre Germainb, Jean-Marc Engasserb and 
Jean-Louis Goergen"' * 

• Laboratoire des Sciences du Génie Chimique - CNRS and b Laboratoire Bioprocédés Agro­
alimentaires- ENSAIA. Institut National Polytechnique de Lorraine- 2, Avenue de la Forêt de 

Haye, BP 172, F-54505 Vandoeuvre-lès-Nancy, France 

* Corresponding author. Tel.: +33-3-8359-5844; fax: +33-3-8359-5804. E-mail address: Jean­
Louis.Goergen@ensaia.inpl-nancy.fr 

Article: accepté dans le journal "Jounal ofBiotechnology". 

Abstract: Kinetics and physiology of Corynebacterium glutamicum 2262 cultured for extended 
periods in continuons mode were investigated at 33, 39 and 41 oc. At 33°C no glutamate 
production occu;Ted whatever the dilution rates tested (ranging between 0.05 and 0.5 h'1). When 
the continuons culture was performed at 39°C and D = 0.05 h'1, the glutamate was actively 
produced, while the activities of 2-oxoglutarate dehydrogenase complex (ODHC) and pyruvate 
dehydrogenase (PDH) were respectively completely inhibited and 35 % decreased. 
Simultaneously, the intracellular glutamate was 62% reduced compared to the leve! found at 
33°C and the co-metabolites lactate and trehalose were excreted. The decrease in PDH activity 
during the glutamate production was suggested to be responsible for the accumulation of by­
products and for limiting the carbon flux required for glutamate synthesis. When the culture was 
pro1onged for more than 100 hours, a cell selection occurred, in favor of growth and to the 
detriment of glutamate production. In fact, these selected cells presented high levels of ODHC 
and PDH activities even at 39°C, resulting in a complete inhibition of the glutamate production 
after 150 hours of culture. A further temperature increase till 41 °C restored the glutamate 
production atJ.d abolished the ODHC activity ofthese selected cells. 

Keywords: glutamate, continuons culture, temperature, Corynebacterium glutamicum, ODHC, 
PDH. 

1. Introduction 

Cû;ynebacterium glutamicum &ïd ïelated oïganisms are üsed since 1957 for the 
production of glutamate (Kinoshita, 1985) to meet today an annual demand of approximately 
1,000,000 tons. The glutamate is mainly used as a flavor agent and can be produced by 
cultivating the bacteria in a biotin deficient medium (Shiio et al., 1962), or upon an addition of 
surfactants (Takinami et al., 1965) or antibiotics in the culture medium (Nunheimer et al., 1970) 
or at last, by a temperature up-shift of the culture broth (Delaunay et al., 1999a; Momose and 
Takagi, 1978; Sun et al., 1989). During these processes, the first phase corresponds to the growth 
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ofbacteria while the second phase is the glutamate production period. Though we can induce the 
glutamate excretion, up to now the precise metabolic mechanisms involved in the glutamate 
excretion remain unclear. 

To further improve the performances of the glutamate producing process, a deeper insight 
into the cellular physiology and metabolism during both growth and glutamate production phases 
is essential. For this purpose, continuons mode appears to be an interesting tool, as one can 
partially dissociate the effects of different factors on one parameter. Number of papers have 
contributed to the understanding of the cellular metabolism of amino ac ids producing bacteria in 
growth or production conditions in continuons cultures (Azuma et al., 1988; Choi and Tribe, 
1982; Coello et al., 1992a, 1992b & 2001; Cocaign-Bousquet et al., 1996; Hirao et al., 1989; 
Kiss et al., 1992a & 1992b; Oh et al., 1993). However in glutamate producing conditions, very 
few data are available (Ueda, 1972). 

When corynebacteria were submitted to a temperature stress to excrete glutamate, carbon 
flux accumulated in EMP (Sonntag et al., 1995) and caused the extracellular accumulation ofby­
products such as trehalose and lactate in fed-batch culture (Gourdon and Lindley, 1999). This 
suggested that one or more enzymatic reactions downstream in the glutamate biosynthetic 
pathway or responsible for its excretion were limiting during the production phase (Lapujade et 
al., 1999; Lapujade, 2000). However, activities of the main anaplerotic enzymes in C. 
glutamicum, phosphoenolpyruvate carboxylase (PEPC) or pyruvate carboxylase (PC), 
replenishing the TCA cycle with oxaloacetate, increase during the active glutamate production 
phase in fed-batch culture (Delaunay et al., 1999b); in addition, amplification of PEPC or PC 
activity did not improve respectively glutamate or lysine production of overproducing strain of 
C. glutamicum (Delaunay et al., 1999b; Guillouet et al., 1998). On the other hand, amplification 
of pyruvate dehydrogenase (PDH) activity in coryneform bacteria, supplying acetyl-CoA for 
fatty acids synthesis and the TCA cycle, leaded to an increase in glutamate yield (Kanno et al., 
2000). Another essential enzymatic activity during the glutamate producing process is the 
activity generated by the 2-oxoglutarate dehydrogenase complex (ODHC). Upon biotin 
limitation, addition of surfactants or addition of antibiotics in batch culture, this enzyme activity 
was strongly reduced in B. lactofermentum leading to a carbon overflow towards glutamate 
synthesis at the 2-oxoglutarate branch point (Kawahara et al., 1997). The measure of this enzyme 
activity would then be of high interest during the glutamate producing process submitted to a 
temperature increase. 

In the present work, we investigated the regulation of the C. glutamicum metabolism in 
continuons culture, in biotin rich medium at different temperatures, in growth and glutamate 
producing conditions. The metabolic phenomena linked to the glutamate production instability 
and by-products accumulation were assessed in prolonged continuons culture at 33, 39 and 41 oc. 

2. Materials and methods 

2.1. Bacterial strain and medium composition 
The strain used throughout this study was Corynebacterium glutamicum 2262, provitlteti 

by Orsan-Amylum SA. The composition of the culture medium was based on MCGC medium 
(Von der Osten et al., 1989) in which the citrate was replaced by deferoxamine. In order to 
reduce precipitates formation during the sterilization, the culture medium was divided in two 
solutions. The solution A consisted of: glucose (15 gr\ Na2HP04 (6 gr\ KH2P04 (12 g ri), 
NaCI (4 g ri), (~)2S04 (16 g ri), biotin (4 mg ri), thiamine (40 mg ri), deferoxamine (6 mgr 
I), glycine betaine (4 g ri). The solution B consisted of: glucose (15 g r\ CaCh (168 mg ri), 
MgS04, 7 H20 (0.8 g ri), FeS04, 7 H20 (80 mf ri), FeCb (8 mg ri), ZnS04, 7 H20 (2 mgr\ 
CuCiz, H20 (0.8 mg ri}, MnS04, H20 (8 mg r ), (NH4)6Mo7024, 4 HzO (0.4 mg ri), Na2B407, 
10 H20 (0.8 mg ri). Salts and glucose were sterilized at l20°C for 20 minutes whereas vitamins 
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and CaCh were added after sterilization by filtration (0.22 Jlm). The medium was reconstituted 
in the bioreactor by mixing one volume of solution A with one volume of solution B. 
Polypropylene glycol (1.3 g r1

) was used as antifoaming agent. 

2.2. Fermentation conditions 
The inoculum was grown in shake-flask culture àt 33°C in modified MCGC medium, 

supplemented with NaHP04 (3.8 g r 1
) and urea (0.39 mg T 1

). Glucose concentration was 
increased up to 34 g r 1 and pH was set at 7.6 with NaOH. 

For continuous culture, 50 ml of this ovemight culture of C. glutamicum were used to 
inoculate a 3 Iiters bioreactor (APPLIKON, Rolland) containing 1.5 Iiters of modified MCGC. 
When glucose was exhausted, the culture was supplemented continuously with modified MCGC 
(simultaneously one volume of solution A and one volume of solution B). The increase in the 
culture temperature (from 33°C to 39°C) was performed when the supplementation was started. 
When glucose was independently added to the bioreactor, the temperature of the glucose solution 
was previously heated to 39°C to avoid a change of the temperature in thè culture medium. The 
pH set point was 7.6, regulated with NH3 12 N. The agitation was set at 1200 RPM to avoid 
oxygen limitation. 

2.3. Analytical methods 
During cultivation, samples were collected to determine biomass, glucose, glutamate, 

lactate and trehalose concentrations. The cell concentration was determined by absorbance at 
570 nm (spectrophotometer) and by a direct gravimetrie method for avoiding the overestimation 
due to changes in cell morphology during the cultivation. After centrifugation of the sample 
(13,000 RPM, 5 min, Microfuge lite, Beckman), the amount of glutamate and glucose were 
enzymatically determined on the supematant (Roche, Germany). Lactate and trehalose analysis 
were performed on the supematant by HPLC (Waters Mode! 712, St Quentin, France) using a 
Brownlee Polypore H colurnn, operated at 65°C and H2S04 (0.02 M) elution, UV and RI as 
detectors respective! y. 

2.4. Intracellular glutamate 
Cells of a 500 Jll sample were separated from the medium by centrifugation on 500 Jll of 

a mixture of 1-bromo-hexadecan and 1-bromo-heptan (specifie gravity, 1.07) as separation layer 
and 250 !li 21 % HCI04 as acid fixation layer: 64,000 g, 5 min and 4°C (Ishizaki et al., 1995). 
The sedimented cells in the acid layer were further disrupted using three cycles of a 
freezing/thawing procedure; the resulting extracts were neutralized in the cold by adding 5 M 
KOH. The supematant obtained by centrifugation (32,000 g, 4°C) was used for intracellular 
glutamate determination. _ 

After derivatization with o-phthaldialdehyde, glutamate was analyzed by HPLC (Hewlett 
_ Packard mode! _1 0~0, Les Ulis,_Franc_e )using_ a H~wlett Packard C18 colunm (Godel et al., 
1992). The reproducibility of the procedure within a given fivefold determination was ± 15 %. 

2.5. Enzyme assays 
Cells collected from the culture were washed twice in KCI (2 g r 1

), resuspended in Tris­
tricarballylate buffer (15 mM, pH, 7.8) containing MgCh (5 mM) and 20% (v v'1) glycerol and 
were stored at - 80°C. Ce Ils, kept in ice during the treatrnent, were disrupted by sonication ( 40 
kHz, 8 cycles of30 and 60s spaced out). The cell debris were removed by centrifugation at4°C 
for 15 min, at 10,000g. The supematant was used for the assay of phosphoenolpyruvate 
carboxylase (PEPC), isocitrate dehydrogenase (ICDH) and glutamate dehydrogenase (GDH). 

The cell-free extracts for pyruvate dehydrogenase (PDH) and 2-oxoglutarate 
dehydrogenase complex (ODHC) assays were prepared by the same method except that Tris-
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tricarballylate buffer was replaced by N-Tris (hydroxymethyl) methyl-2-aminoethane sulfonic 
acid (TES)-NAOH buffer (100 mM, pH, 7.7) containing 30% (v v·1

) glycerol. Therefore, a gel 
filtration was performed at 4°C on a PD10 column (LKB-Pharmacia). 

PEPC, ICDH, GDH, PDH and ODHC were assayed at 30°C spectrophotometrically 
(Beckman DU 7500). Activities were determined by following appearance or disappearance of 
NADH or NADPH (!> = 6.22 mM"1 cm.1

) at 340 nm (PEPC, ICDH and GDH), 2-(4-iodophenyl)-
3-(4-nitrophenyl-5-phenyltetrazolium chloride (INT-formazan, g = 12.4 mM-1 cm-1

), an artificial 
electron acceptor, at 500 nm (PDH) or 3-acetylpyridine adenine dinucleotide (APADH, e = 9.02 
mM-1 cm-1

) at 365 nm (ODHC). The protein concentration was determined by the Bradford 
method (Bradford et al., 1976) using bovine serum albumin as standard. 

PEPC was assayed according to a method based on Mori and Shiio protocol (1985). The 
reaction mixture (1 ml) contained 100 mM Tris/HCI, pH 7.8, 5 mM MnS04, 10 mM KHC03, 

0.15 mM NADH, 0.1 mM acetyl-CoA, 10 J.lg of malate dehydrogenase, 2 mM 
phosphoenolpyruvate and appropriated quantity of cell-free extract. Endogenous oxidation of 
NADH was quantified without phosphoenolpyruvate to avoid PEPC overestimation. The 
reproducibility of the test within a given fivefold determination was ± 15 %. 

ICDH was assayed using a method based on Shiio and Ozaki method (1968). The 
reaction mixture (1 ml) contained 12.5 mM Tris-tricarballilate buffer, pH 7.8, 0.45 mM MnCh, 
2.27 mM isocitrate, 1 mM NADP and appropriated quantity of cell-free extract. Endogenous 
activity was quantified without isocitrate. The reproducibility of within a given fivefold 
determination was ± 1 0 %. 

GDH was assayed using a protocol based on Meers et al. method (1970). The reaction 
mixture (1 ml) contained 12.5 mM Tris-tricarballilate buffer, pH 7.8, 37.5 mM NH4CJ, 2.5 mM 
NAD PH, 5 mM 2-oxoglutarate and appropriate quantity of cell-free extract. Endogenous activity 
was quantified without oxoglutarate. The reproducibility of the assay within a given fivefold 
determination was ± 15 %. 

PDH was assayed according to Hinman and Blass method (1981). To avoid PDH 
overestimation, endogenous activity was quantified without pyruvate. The reproducibility of the 
assay within a given fivefold determination was ± 15 %. 

ODHC was assayed by the method of Shiio and Ujigawa-Takeda (1980). Endogenous 
activity was quantified without oxoglutarate. The reproducibility of the test within a given 
fivefold determination was ± 20 %. 

PC assay was performed according to Uy et al. (1999). Briefly, cells collected from 
cultures were washed and then permeabilized with 2.5% hexadecyltrimethylammonium bromide. 
The reaction mixture contained 100 mM Tris/HCI, pH 7.3, 25 mM NaHC03, 5 mM MgCJ2, 

3 rru\1 pyruvate and 4 mM ATP. This reaction was stopped by addition of 30% orthophosphoric 
acid at 30°C. Pyruvate consumption was then assessed by a fluorometric method involving the 
lactate dehydrogenase conversion of pyruvate and NADH into lactate and NAD+. Sample 
excitation wits accomplished at 352 nm and fluorescence was collected at 464 nm. The precision 
of PC analysis was about 15%. 

2.6. Cel! size measurement by flow cytometry 
Cell size was determined by forward angle light scattering using flow cytometry. Culture 

samples were directly dilüted in a büffer consisting of: 3 g r1 Na2hlJ>04, 6 g r1 KH2P04, 2 g r1 

NaCI and 8 g r 1 (NH4)2S04, pH 7.6 to obtain cell density of 106 bacteria/ml. Analysis were 
performed with a BRYTE cytometer (Bio-Rad, France) equipped with a 75 W mercury/xenon 
arc Jamp as the excitation light source, photomultiplier detector to collect forward angle light 
scatter (FALS). Optical alignment of the cytometer was checked using a homogeneous 
suspension of 1.5 J.lm diameter beads (Bio-Rad, France). The sample rate was at 20 J.!l min-1

• 
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Approximately 10,000 events were measured and results were displayed as relative value 
histograms. The reproducibility ofwithin a given threefold determination was ± 5 %. 

3. Results aud discussion 

3.1. Effect of dilution rate on C. glutamicum kinetics and physiology at 33°C 
The growth of C. glutamicum 2262 was investigated in continuous culture at 33°C for 

dilution rates ranging between 0.05 and 0.5 h.1 (Table 1 ). 

Dilution rate, h"1 

0.05 0.1 0.15 0.3 0.5 

Biomass, g r 1 5.8 6.7 7.3 8.5 10 
PEPC, nmol min·1 (mg ofprotein)"1 170 190 215 120 112 
PDH, nmol min·1 (mg ofprotein)"1 12.6 12 11.5 11.8 N.D. 
ICDH, f.imol min"1 (mg ofprotein)"1 0.4 0.5 0.6 0.5 0.4 
GDH, flillOI min·1 (mg ofprotein)"1 1.4 1.6 1.9 1.4 1.4. 
ODHC nmol min·1 (mg ofproteinyi 1.8 3.3 4 3 2.5 
N.D. stands for not determined. 

Table 1: C. glutamicum 2262 concentration and activities ofphosphoenolpyruvate carboxylase 
(PEPC), pyruvate dehydrogenase (PDH), isocitrate dehydrogenase (ICDH), glutamate 
dehydrogenase (GDH) and 2-oxoglutarate dehydrogenase complex (ODHC) at various dilution 
rates in continuous culture at 33°C. 

Glucose, the sole carbon source, was consumed and maintained at limiting concentration 
ali over the continuons cultures for ali steady states. The biomass concentration increased with 
the dilution rate contrary to the results ofCocaign-Bousquet et al. (1996) who used a low leve! of 
biotin in the medium (20 flg r1

). In the present synthetic defined medium, glutamate; lactate and 
trehalose productions were not observed ali over the processes and the intracellular glutamàte 
leve! remained constant around 65 mg g·1

, whatever the dilution rate used. C. glutamicum ATCC 
21253 metabolism was different when a rich and complex medium was used since minute 
amounts of various amino acids, including glutamate, were found to be excreted (Zhao et al., 
2001). As expected (Cocaign-Bousquet et al., 1996), the phosphoenolpyruvate carboxylase 
(PEPC) leve! was lower at high dilution rates (0.3 and 0.5 h"1

). On the other band, activities of 
isocitrate dehydrogenase (ICDH), glutamate dehydrogenase (GDH), pyruvate dehydrogenase 
(PDH) and 2~oxoglutarate dehydrogenase complex-(ODHC) were not affected by the specifie 
growth rate tested, since relative! y high activities of approximately 0.5 and 1.5 flillOI min·1 (mg 
of protein(, 12 and 3 nmol min-! (mg of proteinY1 were respectively measured ali over the 
cultures. 

3.2. C. glutamicum kinetics and physiology in continuous culture at 39°C 
After an 5 hour batch period at 33°C, a continuous feeding, with the same medium 

(MCGC), was started while a temperature shift till 39°C was imposed (figure 1). As a 
consequence of the rapid inhibition of the bacterial growth, biomass concentration was 
dramatically reduced (90% reduction compared to the continuous culture at 33°C ), resulting in 
an incomplete glucose consumption. As expected, glutamate production started upon 
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temperature increase and the intracellular glutamate leve! decreased from 80 to a minimum of 35 
mg (g DWr1 within 60 hours of culture. 
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Figure 1: C. glutamicum 2262 continuous culture at 39°C, D = 0.05 h"1

: levels of(A) biomass, 
(.t.) glucose, (Q) intracellular or ( +) extracellular glutamate, (V) lactate and (x) trehalose; 
specifie rates of(-) growth and(-) glutamate production. The vertical dashed line indicates 
the time when both the continuous supplementation of medium and the temperature increase 
from 33°C to 39°C were imposed. 

After 50 hours of culture, cell growth rate increased rapidly to reach 0.05 h"1 and the 
intracellular glutamate pool was restored to a constant leve! of 65 mg (g DWr1 at steady state. 
Consequently, the glucose concentration in the culture medium returned to limiting 
concentration which provoked a stabilization of the biomass titer around 3.5 g r 1

• The specifie 
glutamate production rate reached a maximal leve! within 4 days upon temperature shift (0.35 g 
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g-1 h-1
), followed by a decline phase and a complete inhibition after 150 hours of culture. It has to 

be noticed that glucose consumption remained constant even in glutamate non-producing 
conditions. Lactate and trehalose productions occurred during the first 100 hours of the culture. 
Lactate excretion stopped earlier, when growth was restored, whereas trehalose production was 
abolished simultaneously to the glucose exhaustion. 
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Figure 2: Evolution of C. glutamicum 2262 enzymatic activities in continuous culture at 39°C, D 
= 0.05 h-1

: (o) phosphoenolpyruvate carboxylase (PEPC), (•) pyruvate dehydrogenase (PDH), 
(o) isocitrate dehydrogenase (ICDH), (•) glutamate dehydrogenase (GDH) and (.<1) 2-
oxoglutarate dehydrogenase complex (ODHC). The vertical dashed line indicates the time when 
both the continuous supplementation of medium and the temperature increase from 33°C to 39°C 
were imposed. 

The specifie activities of enzymes, representative of different pathways of the central 
metaholism; were :1ss~yed ~!l.Jri!!g the p!0!:ess {fig!!re 2). Upc!! te~pe;-at~;-e i:;;crca5c, a.s fvi" the 
continuous cultures realized at 33°C, PEPC activity reached its maximal value of 160 nmol min-1 

(mg of proteinr1 while the specifie growth rate was minimum. This phenomenon'has already 
been reported and suggested that this anaplerotic enzyme is the major anaplerotic activity during 
the very first hours of the production phase of the glutamate producing fed-batch process 
(Delaunay et al., 1999b). In fact, the observed decrease in the intracellular glutamate leve! may 
be responsible for the increase in enzyme expression (Shiio and Ujigawa, 1978). The PEPC 
activity profile th en retumed to a stable value of 85 nmol min-1 (mg of proteinr1 for the reminder 
of the continuous process as the cells recovèred a higher intracellular glutamate titer. 
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Pyruvate carboxylase leve! was maximum during the batch phase, around 14 ± 2 nmol min'1 (mg 
dry weight) ·l; this value is similar to values obtained during the growth phase of the glutamate 
producing fed-batch process using C glutamicum 2262 (Delaunay et aL, 1999b) and also similar 
to the ones measured in growing C glutamicum ATCC 13032 (Peters-Wendisch et aL, 2001). 
Then, during the continuous culture at 39°C and D=0.05 h-1

, pyruvate carboxylase activity 
remained stable around 5 ± 0.75 nmol min-1 (mg dry weight) ·l (data not shown). 

The PDH activity was 65% reduced just after the increase in temperature from 33°C to 
39°C and was thereafter restored and maintained at a constant leve! of 10 nmol min'1 (mg of 
proteinr1

• It can be assumed that this decrease was independent of the specifie growth rate since 
no significant decrease was measured at 33°C, even for the lowest specifie growth rate (table 1). 
Simultaneously to the PDH activity reduction, glucose, lactate and trehalose accumulated in the 
culture medium. In fact, the reduction in PDH activity could be responsible for the accumulation 
of NADH (one subunit might be involved in the reducing equivalent transport in the C 
glutamicum membrane (Schwinde et aL, 2001)) and glycolytic intermediates (e.g. pyruvate), that 
would favor the synthesis of lactate (Garrigues et aL, 1997) and treha1ose in presence of an 
excess of glucose. Besides, a limitation of the glutamate biosynthetic flux by this enzymatic 
activity might be responsible for the decrease in intracellular glutamate titer observed in figure 1. 
At last, the decrease in PDH activity could limit the amount of acetyi-CoA available for the fatty 
acids synthesis, and thus being responsible for a modification of the membrane composition 
observed during the temperature triggered glutamate fermentation (Gourdon, 1999). 

Whereas ODHC displayed an activity around 5 nmol min'1 (mg ofproteinr1 at 33°C, no 
activity was measured upon temperature increase when glutamate was intensive! y excreted. This 
phenomenon was already reported for different glutamate producing batch cultures, using a 
biotin limitation or addition of surfactants or addition of antibiotics (Kawahara et aL, 1997). 
Though the mechanism of glutamate excretion has not yet been identified, this phenomenon 
appears to be initiated by an imbalance in metabolites flux when the ODHC activity is abolished. 
Then, after 96 hours of culture, as glutamate production rate started to decrease, corynebacteria 
quickly recovered an ODHC activity that reached a maximum value of 15 nmol min'1 (mg of 
protein)'1, and the intracellular glutamate ti ter was restored. The enzyme activity profile then 
stabilized around 6 nmol min'1 (mg of protein)'1 during the last hours of the process when 
glutamate was no more produced. 

The ICDH and the GDH activities were not significantly affected by the temperature 
increase nor by the cel! growth rate at both 33°C and 39°C; ICDH and GDH activities remained 
at high levels throughout the continuous culture. 

3.3. Glutamate production instability in prolonged continuous culture 
In order to investigate the phenomena responsible for the Joss of glutamate production in 

prolonged continuous culture (T = 39°C, D = 0.05h'\ a non-producing cell sample was taken 
from the reactor after 245 hours of culture and used to inoculate a bat ch culture set at 33 °C. The 
batch mode was then tumed to continuous procedure (D = 0.05 h'1) and the temperature was 
successive! v increased to 39°C and 41 oc (figure 3). 

After the temperature shift to 39°C, cel! growth was quickly reduced, but much Jess 
strongly compared to the reference process presented in figure 1. As a consequence, the glucose 
titer was kept at a limiting leve! throughout the culture at 39°C. Then, after a 55 hour period, cell 
growth was restored resulting in a constant cel! titer around 4 g 1'1• Interestingly, glutamate, 
lactate and trehalose, were not significantly produced in the culture medium during the steady 
state maintained at 39°C, meaning that the corynebacteria were no more able to excrete 
glutamate upon a temperature up-shock at 39°C. During the period at 39°C the PDH and ODHC 
activities remained very high, around 16 and 8 nmol min'1 (mg of proteinr\ compared to the 
reference process, hampering as a consequence the excretion of glutamate, lactate and trehalose 
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(figure 4). PEPC, ICDH and GDH activities were maintained at constant high levels during the 
course of the cultivation. Intracellular glutamate leve! did not significantly change during the 
steady state at 39°C. 
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Figure 3: C. glutamicum 2262 continuous culture at 39 °C and 4 J or, n = n O'i h-1 ~·s!!!g 
glutamate-non producing cells grown for 247 hours in continuous procedure at 39°C, D = 0.05 h-
1 : levels of(.:l) biomass, (.t.) glucose,(~) intracellular or ( +) extracellular glutamate, (v) lactate 
and (x) trehalose; specifie rates of(-) growth, and(-) glutamate production. The thin vertical 
dashed line indicates the time wh en both the continuo us supplementation of medium was started 
and the temperature increase from 33°C to 39°C were imposed. The thick vertical dashed line 
indicates the time when the temperature was changed from 3 9°C to 41 oc. 
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Figure 4: Evolution of enzyme activities C. glutamicum 2262 cultured for 247 hours in 
continuous process at 39°C, and then submitted to a batch (33°C) and a continuous culture at 
39°C and 41°C, D = 0.05 h-1 

: (o) phosphoenolpyruvate carboxylase (PEPC), (•) pyruvate 
dehydrogenase (PDH), (o) isocitrate dehydrogenase (ICDH), (•) glutamate dehydrogenase 
(GDH) and (6) 2-oxoglutarate dehydrogenase complex (ODHC). The thin vertical dashed line 
indicates the time when both the continuous procedure and the temperature increase from 33°C 
to 39°C were imposed. The thick vertical dashed Iine indicates the time when the temperature 
was changed from 39°C to 41 °C. 

When an additional temperature shift from 39 to 41 °C was imposed after 120 hours of 
culture, cell growth was rapidly abolished and the corynebacteria produced again glutamate, as 
weil as trehalose and lactate. ODHC activity was completely inhibited and PEPC activity 
reached its maximal leve! of 180 nmol min-1 (mg of proteinY1

• In fact, the inhibition of the 
ODHC activity permitted the excretion of glutamate, and the decrease in PDH activity was 
nrobablv resoonsible for the trehalose and lactate accumulation in the cnltnrP. mP.clinm ~s wP.lJ ~s 
the dec;ease-in intracellular glutamate leve!, which in tum might be responsible for the increase 
in PEPC activity in the cells (Shiio and Ujigawa, 1978). 

3.4. Effect of glucose addition on the metabolism of C. glutamicum in prolonged continuous 
process 

Because glucose limitation could be responsible for the modification of the glutamate 
excretion, C. glutamicum grown in continuous prolonged culture at 39°C, was submitted to a 
glucose pulse in the culture medium. An identical continuous culture to that presented in figure 
1 was performed during 247 hours. Similar kinetic profiles were obtained (data not shown). 
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Then, after 247 hours of culture, the continuous process was turned back to batch, and a glucose 
addition was perforrned to obtain 22 g r 1 in the culture broth (figure 5). In fact, the 
corynebacteria growth rate rapidly increased to the maximum value of 0.55 h-1 (the maximal 
growth rate at 33°C is 0.56 h-1 as weil) and retumed to zero when the glucose was totally 
consumed from the medium. It appeared that glucose was not the main limiting factor for the 
glutamate production since very few glutamate was produced upon glucose addition (the specifie 
glutamate production rate reached a maximum of 0.04 g g-1 h-1 only) resulting in an equivalent 
low decrease in intracellular glutamate leve!. Besides, contrary to the reference culture, no 
significant excretion of lactate or trehalose was measured during this culture period. 
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Figure 5: Effect of a glucose addition on the production of glutamate, lactate and trehalose at 
39°C in batch mode, using C. glutamicum 2262 grown in continuous culture for 247 hours at 
39°C, D = 0.05 h-1 

: levels of (<l) biomass, (i.) glucose, (Q) intracellular or ( +) extracellular 
glutamate, (V) lactate and (x) trehalose; specifie rates of(-) growth, and (-) glutamate 
production. The vertical dashed line indicates the time when glucose is injected into the culture 
medium and the simultaneous change from continuous to batch procedure. 
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Then, the loss of glutamate production registered in this work is likely to be due to a 
selection/adaptation of bacteria capable to grow under a relatively high temperature to the 
detriment of glutamate production. A similar phenomenon of se!ectio11Jadaptation has been 
reported by Ueda (1972) with corynebacteria grown in presence of antibiotics in continuons 
culture. In fact, a flow cytometric analysis of the corynebacteria cultivated in continuons culture 
submitted to a temperature of 39°C, showed a strong reduction in the cel! size upon temperature 
up-shock (figure 6). 

; A:4h B: 30h c :48h D: 58h 

iA 1\ 
E: 96h G: 153 h H :167h 

Relative cel! size 

Figure 6: Cel! size evolution of C. glutamicum 2262 cultured in continuous process. A: 33 °C in 
batch mode; B, C, D, E, F, Gand H: 39 oc and D = 0.05 h'1 at different times of the continuons 
procedure. 

Then, after 48 hours of culture, the proportion of larger cel!s started to increase as the 
specifie glutamate production rate decreased. During the reminder of the culture course, large 
cells accumulated whereas small cells disappeared from the bioreactor. Thus, small 
corynebacteria might be non growing but producing cells, displaying negligible ODHC and 
reduced PDH activities, whereas larger cells represent the non-producing sub-population capable 
to grow at 39°C and displaying significantly higher ODHC and PDH activities. In fact, as 
suggested by the present results and previous works, Joss of ODHC activity seems to be linked to 
the alteration of the corynebacteria membrane (Kimura et al., 1998; Kawahara et al., 1997). In 
addition, Schwinde et al. (2001) proposed that a subunit of the C. glutamicum PDH complex is 
involved in the transfer of electrons from NADH to various redox-active compounds and 
quinones; this enzyme activity might thus be linked to the membrane state as weiL It was shown 
that upon temperature upshock the lioidic composition of the membrane of the corynebacteria is 
modified (Gourdon, 1999; Kawaguchi et al., 1979); this is proba!Jly to restore the initial 
membrane fluidity as reported by Mejià et al. (1999) for Escherichia coli. Th us, the study of the 
membrane fluidity regulation and genetic stability in C. glutamicum 2262 submitted to a 
temperature upshock, might give elues regarding the regulation of the ODHC and PDH activities 
and the stability of glutamate production. 
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ANNEXE 3 :Etude de l'activité a-cétoglutarate déshydrogénase de C. glutamicum 2262 au 
cours de fermentation glutamique 

Relation between the activity of the 2-oxoglutarate dehydrogenase complex and the 
glutamate intracellular concentration in the glutamate-producing strain, 

Corynebacterium glutamicum 2262 
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Projet de publication 

Abstract: The activity of 2-oxoglutarate dehydrogenase complex (ODHC) in the glutamate­
producing strain, Corynebacterium glutamicum 2262, has been investigated during growth and 
glutamate production. During the growth in batch or continuous cultures at 33°C, the 
intrace!lular glutamate content was between 60 and 80 mg/g DW and the ODHC activity was 
between 2 and 6 nmoVmin.mg protein. When the glutamate excretion was induced by an 
increase in the culture temperature from 33 to 39°C, the intracellular glutamate content 
decreased to 40 mg/g DW in batch culture and to 30 mg/g DW in continuous culture. At this !ow 
leve! of intracellular glutamate, no more ODHC activity was detected. When cells were 
cultivated in a medium containing glutamate as sole source carbon at 33°C, the maximum 
intrace!lular glutamate content, 110 mg/g DW, and ODHC activity, 34 nmoVmin.mg protein, 
were determined. These results showed that the expression of the ODHC enzyme in 
C. glutamicum 2262 and the glutamate intracellular concentration were closely related. Two 
hypothesis are emitted to explain this relation. 

Keywords: Corynebacterium glutamicum, 2-oxoglutarate dehydrogenase, glutamate, 
temperature . 
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Corynebacterium glutamicum and related organisms are used for the industrial 
production of amino-acids for five decades (Kinoshita et a!. 1985). The gluta;nate excretion can 
be induced either by the cultivation of the bacteria in a biotin-deficient medium (Shiio et al. 
1962) or, in a biotin-rich medium, by (i) the addition of surfactant (Takinami et al. 1965), (ii) of 
penicillin (Nunheimer et al. 1970), (iii) by an increase in the culture temperature (Momose and 
Takagi 1978; Delaunay et al. 1999). Though many investigations have been carried out, in 
particular on the modification of the membrane composition during the process, the precise 
mechanism of the glutamate excretion remains unclear. It has been suggested that the glutamate 
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would be excreted by a specifie glutamate exporter using cellular energy. This exporter would be 
activated after the induction of the amino-acid excretion (Hoischen and Kriimer 1989; Gutmann 
et al. 1992). However, so far, the glutamate exporter gene has not been identified. 

Interestingly, in both biotin limitation and Tween 40 (surfactant) addition processes, the 
2-oxoglutarate dehydrogenase (ODHC) activity is highly reduced during the glutamate excretion 
phase (Kawahara et al. 1997; Kimura et al. 1999). This decrease cou1d be related to a 
modification in the fatty acids biosynthesis. Indeed, the biotin is a cofactor of the acety1-CoA 
carboxylase (Jager et al. 1996) and Tween 40 was supposed to repress the synthesis of a protein, 
encoded by dtsR, presenting sorne homologies with enzymes involved in the fatty acids synthesis 
(Kimura et al. 1999). Moreover a dtsR-disrupted mutant of C. glutamicum exhibiting a decrease 
in ODHC activity compared to the wild-type strain, became auxotroph for oleic acid and was 
able to produce 40 g/1 glutamate even in presence of a non-limiting biotin concentration (Kimura 
et al. 1997). It was also shown that an ODHC-disrupted mutant was able to produce a high 
concentration of glutamate in biotin non-limiting condition. No modification of the fatty acids 
composition was determined in this mutant. This last data would suggest that the glutamate 
excretion could be due not to a modification in the cytoplasmic membrane composition, but to a 
decrease in the ODHC activity. Such a decrease would lead to a carbon overflow towards the 
glutamate synthesis at the 2-oxoglutarate branch point (Kimura 2002). To strengthen this 
hypothesis, the process in which the glutamate excretion is induced by an addition of penicillin, 
an antibiotic inhibiting the septum-peptidoglycan synthetase (Wijayarathna et al. 2001), has to be 
mentioned. During this process, allowing the excretion of large amounts of glutamate, the 
composition of the cytoplasmic membrane is not affected (Shibukawa et al. 1968) but the leve! 
ofODHC activity is also highly decreased (Kawahara et al. 1997). 

The relation between cellular envelope composition, ODHC activity and glutamate 
excretion remains unclear. To obtain additionai data, we investigated the ODHC expression 
during growth and glutamate production phases oftemperature-triggered processes (in batch and 
continuous mode) with C. glutamicum. The relation between the leve! of ODHC activity and the 
intracellular glutamate content was analysed as weil. 

Materials.and Methods 

Bacterial strçlin, medium composition and culture conditions 

The strain used throughout this study was Corynebacterium glutamicum 2262, provided 
by Orsan-Amylum SA. The composition of the culture medium was based on MCGC medium 
(Von der Osten et al. 1989) in which the citrate was replaced by deferoxamine. The medium 
contained 60 and 15 g/1 glucose for, respectively, batch and continuous cultures. In the culture 
with glutamate as sole carbon source, glucose was replaced by 30 g/1 of potassium glutamate. 
Polypropylene glycol was used as antifoaming agent. 

The inoculum was grown in shake-flask culture at 33°C in modified MCGC, 
supplemented with NaHP04 (3.8 g/1) and urea (0.39 mg/1). Glucose concentration was 34 g/1 and 
pH was set at 7.6 with NaOH. An ovemight culture of C. glutamicum was used to inoculate a 3 
liters bioreactor (APPLIKON, Rolland) containing 1.5 litre ofmodified MCGC. In batch culture 
the culture temperature was increased from 33 to 39°C when cells were in the exponential 
growth phase (after 3.75 h of culture at 33°C). In continuous culture, when glucose was 
exhausted, the culture was fed with modified MCGC. The increase in the culture temperature 
from 33 to 39°C was performed when the supplementation was started. The pH set point was 
7.6, regulated with NH3 12 N. The agitation was set at 1200 RPM to avoid oxygen limitation. In 
the culture with glutamate as sole carbon source, the temperature was maintained at 33°C, 
whereas the pH was regulated at 7.6 with H2S04 4 N. 
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Extrace/lular concentrations 

During cultivation, samples were collected to determine biomass and glutamate 
concentration. The cell concentration was determined by absorbance at 570 nm 
(spectrophotometer) and by a direct gravimetrie method to avoid the overestimation due to 
changes in cell morphology during the cultivation. After sample centrifugation (13,000 RPM, 5 
min, Microfuge lite, Beckman), the glutamate concentration was enzymatically determined on 
the supematant (Roche, Germany). 

Intrace/lular glutamate concentration 

Cells of a 500 Jll sample were separated from the medium by centrifugation on 500 Jll of 
a mixture of 1-bromo-hexadecan and 1-bromo-heptan (specifie gravity, 1.07) as separation layer 
and 250 Jll 21 % HCI04 as acid fixation layer: 64,000 g, 5 min and 4°C (Ishizaki et al. 1995). 
The sedimented cells in the acid layer were further disrupted using three cycles of a 
freezingithawing procedure; the resulting extracts were neutralised in the cold by adding 5 M 
KOH. The supematant obtained by centrifugation (32,000 g, 4°C) was used for intracellular 
glutamate determination. After derivatization with o-phthaldialdehyde, glutamate was analysed 
by HPLC (Hewlett Packard model1090, Les Ulis, France) using a Hewlett Packard C18 colunm 
(Gode! et al. 1992). The reproducibility of the procedure within a given fivefold determination 
was± 15%. 

Enzyme assay 

Cells collected from the culture were washed twice in KCI (2 g/1), resuspended in N-Tris 
(hydroxymethyl) methyl-2-aminoethane sulfonic acid (TES)-NAOH buffer (100 mM, pH 7.7) 
containing 30 % (v/v) glycerol. Cells, kept in ice during the treatrnent, were disrupted by 
sonication (40 kHz, 8 cycles of 30 and 60 s spaced out). Cell debris were removed by 
centrifugation at 4°C for 15 min, at lO,OOOg. The cell-free extracts were therefore filtrated on a 
gel PDIO column (LKB-Pharmacia). ODHC was assayed by the method of Shiio and Ujigawa­
Takeda (1980). Endogenous activity was quantified without 2-oxoglutarate. The protein 
concentration was determined by the Bradford method (Bradford et al. 1976) using bovine serum 
albumin as standard. The reproducibility of the test within a given fivefold determination was ± 
20%. 

Results 

C. glutamicum kinetics in batch and continuous cultures 

The variations in the glutamate production, glutamate intracellular concentration and the 
ODHC activity were investigated in hoth hatch aml "OTitiTil!O!!~ cu!t!.!re~. fu batch c:.:!t:.:re, ee!!G 
were first cultivated at 33°C and were switched to the glutamate production by an increase in the 
medium temperature to 39°C (Fig. lA). The biomass concentration which increased rapidly 
during the growth phase, was graduai! y inhibited during the production phase. The final biomass 
concentration reached 4.2 g/1 after a 23 h culture. At the end of the process, the glucose, initially 
60 g/1, was exhausted and 20 g/1 of glutamate were produced. The specifie glutamate production 
rate reached its maximum, about 0.6 glg.h, 3 h after the temperature increase. It th en decreased 
progressive! y till the end of the culture. 

In each continuous culture, glucose, the sole carbon source, was maintained at limiting 
concentration for ali steady states. In the continuo us culture performed at 33 °C, for dilution rates 
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ranging between 0.05 and 0.5 h'1, the biomass concentràtion increased with the dilution rate 
(table 1). 
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Figure 1: C. glutamicum 2262 batch culture performed at 39°C: (o) biomass, (•) glutamate 
concentration, (-) specifie glutamate production rate, (o)glutamate intracellular concentration 
and (A.) 2-oxoglutarate dehydrogenase complex (ODHC) activity. The vertical dashed Iine 
indicated the time when the temperature was increased from 33 to 39°C. 

Dilution rate, h-1 

0.05 0.1 0.15 0.3 0.5 

Biomass, g/1 5.8 6.7 7.3 8.5 10 
Intracellular glutamate, mg/g 65 62 58 65 55 
ODHC mnol/min.mg of[!rotein 1.8 3.3 4 3 2.5 

Table 1: Biomass concentration, intracellular glutamate leve! and ODHC activity of C. 
glutamicum 2262 at various steady states of a continuons culture performed at 33°C. 

No production of glutamate was observed during the different steadv states. Durin!! the 
continuons culture at 39°C for a single dilution rate, o.os h-1

, the biomass co~centration declined 
dramatically from Il to 0.5 gii between 5 and 90 h culture. The growth was thereafter restored 
and the final concentration attained 3.2 g/1 (Fig 2A). The glutamate was produced for 150 h after 
the induction and its maximal concentration was 6 g/1. The decrease in the glutamate 
concentration between 50 h and 96 h culture has to be related to the decrease in the biomass 
concentration. During this period the glucose was not completely consumed. After a 150 h 
period, the glutamate excretion was abolished. These dramatic changes in the biomass and 
glutamate concentrations could be due a cell selection, in favor of growth and to the detriment of 
glutamate production (Uy et al. in press). A similar Joss of the glutamate productivity was 
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previously observed during a continuous process in which the glutamate excretion was induced 
by an addition ofpenicillin (Ueda 1978). 
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Figure 2: C. glutamicum 2262 continuons culture at 39°C, D = 0.05 h·1
: (o) biomass, (•) 

glutamate, (-) specifie glutamate production rate, (o) intracellular glutamate and (.;.) 2-
oxoglutarate dehydrogenase complex (ODHC) activity. The vertical dashed line indiçated the 
time when both the continuons supplementation of medium and the temperature increase- from 33 
to 39°C were imposed. 

Glutamate intracellular concentration and ODHC activity during batch and continuous cultures 

During the growth phase of the batch culture, whereas no excretion was measured, the 
internai concentration of glutamate reached 80 mg/g DW. In the same time, the ODHC activity 
was 6 nmoVmin.mg protein (Fig. lB). When the excretion started, the glutamate intracellular 
concentration immediately decreased. The lowest leve! of intracellular glutamate, i.e. 40 mg/g 
DW, was determined 3 hours after the temperature change when the highest value of specifie 
glutamate production rate was attained. Thereafter, the internai concentration of glutamate 
increased slightly till the end of the culture. However, the initial leve! of intracellular glutamate 
was not restored. The ODHC activity decreased rapidly after the induction of the glutamate 
excretion and no more activity could be detectea after 8 h culture. 

For each steady state of the continuons culture at 33°C, whereas no glutamate was 
detected in the culture medium, the intracellular glutamate leve! was quite similar, about 60 mg/g 
DW (Table 1). In these culture conditions, Iow ODHC activities, between 2 and 4 mnol/min.mg 
protein, were determined. 

During the continuous culture at 39°C, the profiles of glutamate intracellular 
concentration and ODHC activity were close to those observed during the batch culture (Fig. 
2B). After the increase in the culture temperature, the glutamate was excreted and the glutamate 
intracellular concentration decreased from 80 to 32 mg/g DW. This low leve! was maintained up 
to 80 h culture. From 96 h culture, the glutamate intracellular concentration increased again to 
reach a maximum of 85 mg/g DW at 110 h. Then, the internai concentration declined to a value 
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of 58 mg/g DW and was maintained at this leve! for the remainder of the culture. At the Iowest 
concentration of intracellular glutamate (32 mg/g DW), no ODHC activity was detected (Fig. 
2A). On the contrary, during the initial batch phase and when the cells were losing their ability to 
produce glutamate (after 96h culture), an enzyme activity was measured. 

Glutamate intracellular concentration and ODHC activity during batch culture with glutamate 
as sole carbon source 

C. glutamicum 2262 was cultivated at 33°C in a medium containing 30 g/1 of glutamate 
instead of glucose as sole carbon source in order to try to increase the glutamate intracellular 
concentration and then to correlate this concentration with the ODHC activity. 

Carbon 
source 

Glucose 
Glutamate 

Intracellular glutamate 
(mg/gDW) 

80 
110 

ODHC 
(nmol/min.mg protein) 

6 
34 

Table 2: Effect of carbon source on the glutamate intracellular 
content and the ODHC activity in C. glutamicum 2262. 

It is important to note that till 30 g/1 of glutamate in the culture medium, the measurement 
ofintracellular glutamate content is not affected by extracellular glutamate (Lapujade 2000). In 
such a medium the highest leve! of intracellular glutamate we obtained in this study, 110 mg/g 
DW, was measured during the exponential growth phase. Concomitantly, the ODHC activity was 
34 nmol/min.mg protein (table 2). This enzyme activity represented as weil the highest activity 
that we determined in our experiments. Such an increase in ODHC activity was previously 
reported with Brevibacterium jlavum cultivated in a medium containing monosodium glutamate 
(50 g/1) as sole carbon source compared to cultures with glucose or with a mixture of glucose and 
glutamate as carbon sources (Shiio and Ujigawa-Takeda 1980; Shiio et al. 1982). 

Discussion 

In bacteria, the ODHC enzyme is usually composed of 3 subunits, the 2-oxoglutarate 
dehydrogenase (Eio), the dihydrolipoamide S-succinyltransferase (E2o) and the 
dihydrolipoamide dehydrogenase (E3). However, in C. glutamicum, the odhA gene might encode 
a bifunctional protein possessing both E1o and E2o activities (Usuda et al. 1996). The 
dihydrolipoamide dehydrogenase (E3), a common sub-unit with the pyruvate dehydrogenase 
complex, takes part in the electrons transfer within the respiratory chain (Schwinde et al. 2001). 
Since neither the glutamate exporter, nor the modification of the membrane composition 
responsible for glutamate excretion was still identified, Kimura (2002) suggested that the 
mechanism of glutamate production would be related to the decrease in ODHC activity. Very 
recently, the flux distribution at the 2-oxoglutarate branch point in C. glutamicum was 
investigated in detail (Shimizu et al. 2003). It was then shown that the factor with the greatest 
impact on glutamate production was the attenuation of ODHC activity. However, the relation 
between this enzyme activity modulation and the glutamate production remains unclear. The 
glutamate production can not be simply explained by a redirection of the carbon flux toward the 
glutamic acid synthesis due to the decrease in ODHC activity. Indeed, the glutamate synthesis 
rate (taking into account biomass formation, intracellular accumulation and excretion) was 
shown to be higher during the glutamate production phase than during the growth phase 
(Lapujade 2000). 
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Whatever the culture mode and the carbon source, we determined that, in C. glutamicum 
2262, the glutamate intracellular concentration decreased after the induction of glutamate 
excretion. This phenomenon was previously observed during the process with biotin limitation 
(Hoischen and Kramer 1989). Moreover, in our study a close relation between glutamate 
production, ODHC activity. and glutamate intracellular concentration was observed. High 
glutamate excretion rates coincided with the decrease in the glutamate intracellular titer and in 
the ODHC activity. When the concentration of the intracellular glutamate was lower than 40 
mg/g DW, no ODHC activity was detected (Fig. 3). This attenuation in the ODHC activity 
during the amino-acid production phase was previously detennined in sorne other processes 
(Kawahara et al. 1997; Kimura et al. 1999). These observations have also to be related to the 
report ofShiio et al. (1982) who observed the same leve! of glutamate production in an ODHC­
disrupted mutant compared to its parent strain. It can be supposed that, in both strains, ODHC 
activity could not be detected during the glutamate production phase. 
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Figure 3: Relation between the intracellular glutamate leve! and the 2-oxoglutarate 
dehydrogenase complex (ODHC) activity in C. glutamicum 2262 cultivated in 

(o) continuous culture at 33°C, (•) batch culture at 33°C, (o) continuous 
culture at 39°C, and (•) batch culture at 39°C. 

To explain the concomitance betWeen the decreases in glutamate intracellular 
concentration and ODHC activity, two hypothesis can be put forward. The first could be that the 
expression of the ODHC would be controlled by the glutamate intracellular titre. In the nitrogen 
metabolism, glutamate represents a key metabolite. With glutamine, this amino-acid is .used as 
ammonia donor in a large number of amino and nucleic acids fonning pathways. In fact, for the 
cel!, the inactivation of ODHC expression would be a mechanism allowing the restoration of 
glutamate intracellular concentration which was diminished because of the excretion. On the 
contrary, the intracellular accumulation of glutamate would induce a high synthesis of OHDC, 
which would be necessary to control the intracellular glutamate leve! and the synthesis of co­
factors via TCA cycle. Then, the sequence of events taking place after the increase in the 
temperature of the culture medium could be as follows. The temperature up-shift would rapidly 
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induce the excretion of glutamate by a still non-identified specifie transporter. As a consequence, 
the glutamate intracellular concentration would decrease. Therefore, in order to restore the initial 
glutamate titre, the ODHC activity would diminish as weiL 

The second hypothesis is based on the potential cellular localisation of ODHC. It was 
previously suggested that the E3 sub-unit of this enzyme might be involved in reducing 
equivalent transport in the membrane of C. glutamicum (Schwinde et al. 2001). Following this 
hypothesis, it could be reasonable to assume that the ODHC activity would be dependant on the 
membrane state. Most of the processes and strain mutations allowing the production of glutamate 
can be classified in two categories: those provoking a modification in the lipidic composition of 
the cytoplasmic membrane and those inducing a change in the formation of the peptidoglycan­
arabinogalactan layer. Biotin limitation, surfactant addition (Kimura et al. 1996; Kimura et al. 
1999) and the temperature triggered process as weil, belong to the first category. Indeed, it was 
previously shown that, in C. glutamicum 2262, the increase in the culture temperature modified 
the lipidic composition of the strain (Gourdon 1999). The changes in the membrane state due to 
the temperature up-shift might then provoke simultaneously a decrease in the ODHC activity and 
an induction of the glutamate excretion which would be responsible for the decrease in the 
glutamate intracellular concentration. The main process included in the second class is the 
penicillin addition. Due to the very close relations between the different layers of C. glutamicum 
cell envelope (Eggeling and Sahm 2001), the modification of the peptidoglycan-arabinogalactan 
layer following the antibiotic addition could be supposed to affect the structure and then the 
proprieties of the overall envelope. As said above, such changes could be supposed to affect 
simultaneously ODHC activity and glutamate intracellular concentration. 

To select the more realistic hypothesis, a proteomic study of C. glutamicum 2262 during 
the temperature triggered process would be helpful. The presence of a non-active form of ODHC 
during the glutamate production phase would be in favour of the second hypothesis we emitted. 
On the contrary, the absence of the enzyme would strengthen the first. 
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Résumé : L'objectif général de cc travail est l'étude de la cinétique ct du métabolisme de 

Corynebacterium glutamicum 2262 lors de la fermentation glutamique. L'excrétion de glutamate 

e~t induite par une élévation de la température de culture de 33 à 39°C qui permet d'orienter du 

métabolisme vers la synthèse ct l'excrétion de glutamate au détriment de la croissance. En 

procédé continu à 39°C, D = 0,05 h ·l, une production de glutamate sur une période de !50 h a été 

réalisée ; après cette période, les cellules ne sont plus capables de produire du glutamate mais 

capables de croître rapidement. Lorsque les cellules produisent du glutamate, les activités 

pyruvatc déshydrogénase et a-cétoglutaratc déshydrogénase ·sont respectivement réduite et 

absente. Les effets du choc de température à 39°C sur le métabolisme de l'oléate et du palmitate 

ainsi que sur la fluidité de la paroi cellulaire de cette bactérie ont également été étudiés pendant 

la fem1entation glutamique. 

Study of kinetic and metabolism of C01ynebacterium glu/amicum 2262 during the glutamate 

fermentation: instability of the glutamate production in the continuons proccss 

Abstract : The aim of this work is to study the kinetics and metabolism of Corynebacterium 

glutamicum 229~ during the glutamate fermentation. The glutamate excretion is induccd by an 

i~crea~e iri culture temperature from 33 to 39°C. This trcatmcnt provokcs a metabolic redirection 

via the glutamate synthcsis and excretion fOllowed by a growth abolition. In continuons 

fermentation at 39°C, the glutamate can be prodticcd till producing cells, non growth cells, atè 

washed from bioreact<,>r (during-150 h forD= 0.05 h"1
). Whcn cclls produce the gi)Jtamate, the 

pyruvate. dehydrogenasc and the oxoglutarate dehydrogenasc arc respectively reduced and 

inactivatcd, which are probably due to a decrease in the intracellular glutamate or an alteration of 

the membrane. The cffect of temperature shock on fatty acids synthesis and on C. glutamicum 

· 2262 cel! wall fluidity has also been investîgatcd. 
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