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Abstract - Metabolic rerouting in a Lactobacillus plantarum strain deficient for lactate
dehydrogenase. We constructed a strain of Lactobacillus plantarum deficient for both
D- and L-lactate dehydrogenase activities by gene inactivation. The metabolism of the
resulting strain, which lacks its main fermentation pathway, was analysed by nuclear
magnetic resonance. This study showed a major rerouting of both glucose and glucose/citrate
metabolism  which led to the production of end-products such as acetoin, ethanol, acetate,
mannitol, succinate, etc. Following the heterologous expression of adh and pdc genes from
Zymomonas mobilis in this strain, a part of the pyruvate flux was channeled to the production
of ethanol. © InralElsevier, Paris.
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Résumé - Nous avons construit une souche de Lactobacillus plantarum dont les genes
codant pour les deux activités lactate déshydrogénase ont été inactivés, privant de cette
maniére la bactérie de sa principale voie de fermentation. L'analyse de cette souche mutante
par résonance magnétique nucléaire a permis de mettre en évidence la réorientation compléte
du métabolisme du glucose, ainsi que du cométabolisme glucose/citrate, vers la production de
composés tels que l'acétoine, [I'éthanol, [l'acétate, le mannitol, le succinate ... L'expression

hétérologue des génes pdc et adh de Zymomonas mobilis a provoqué chez cette souche une
réorientation partielle du flux de pyruvate vers la production d'éthanol. © InralElsevier, Paris.
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1. INTRODUCTION

Les bactéries lactiques doivent leur nom
a cette particularitté métabolique de fer-
menter les sucres principalement en acide
lactique. Cette dénomination peut donner
I'impression d'un métabolisme rigide, peu
flexible, laissant percevoir les bactéries
lactiques comme limitées a cette conver-
sion des sucres en lactate. On sait pour-
tant que ce n'est pas le cas. Méme si le
lactate est souvent le produit majeur de
fermentation, d'autres métabolites peu-
vent également étre synthétisés lors du
métabolisme des sucres. En réalité, I'appa-
rition du lactate comme composé majeur
correspond souvent & une croissance sur
un exceés de glucose, l'accumulation mas-
sive de lactate étant principalement le
reflet de la phase exponentielle de crois-
sance. Lorsque l'on fait varier certains
paramétres de culture tels la disponibilité
en oxygene, la nature et la quantité de la
source de carbone ou encore le pH, on
observe fréquemment différentes réorien-
tations métaboliques.

Chez Laetobacillus plantarum, bactérie
lactique a laquelle est consacrée cette
étude, la fermentation lactique emprunte
dans un premier temps la glycolyse. Le
pyruvate qui en résulte est ensuite réduit en
lactate de forme D et L grace a l'activité de
deux lactate déshydrogénases (LDH) dis-
tinctes et stéréospécifiques, avec réoxy-
dation simultanée du cofacteur NADH en
NAD-+. Il existe néanmoins d'autres voies
de dissipation du pyruvate (figure 1) qui
donnent lieu a la formation de composés
tels l'acétate, I'éthanol, I'acétoine, le
2,3-butanediol, le formate ... La participa-
tion de ces différentes voies dans le flux
fermentaire sera fonction des différents
paramétres physicochimiques caractéri-
sant l'environnement bactérien.

L'objectif de notre travail a été dans
un premier temps de construire une souche
de L. plantarum déficiente en activité lac-
tate déshydrogénase afin d'étudier la réor-

ganisation du métabolisme responsable de
la dissipation du pyruvate.

Dans un second temps, nous avons éva-
lué la possibilité de réorienter le métabo-
lisme fermentaire de cette souche vers la
production d'un composé choisi grace a
I'expression hétérologue de génes métabo-
liques originaires de Zymomonas mobilis,
bactérie a Gram négatif dont le métabo-
lisme est spécialisé dans la production
d'éthanol. L'idée d'une conversion de
sucres en éthanol par voie de fermenta-
tion n'est pas un nouveau concept en
milieu industriel, et plusieurs espéeces et
souches de levures sont déja largement
exploitées dans ce sens. Z. mobilis elle-
méme est un candidat intéressant, ayant
un métabolisme naturellement focalisé
vers la production d'éthanol. L'intérét
porté aux bactéries lactiques dans ce
domaine, et dans notre cas plus spécifi-
quement a L. plantarum, trouve son origine
dans plusieurs avantages que pourraient
présenter certaines espéces appartenant a
ce groupe,

D'abord, la gamme de substrats méta-
bolisables par bon nombre de bactéries
lactiques est particulierement  large en
comparaison a celle accessible aux levures
et & Z. mobilis [21]. En particulier, cer-
tains sous-produits des industries laitiére et
agricole de codt peu élevé (lactose du lac-
tosérum, amidon non liquéfié) pourraient
avantageusement  étre convertis en étha-
nol par des espéces telles que Laetoeoe-
eus laetis, Lactobacillus helveticus, Lac-
tobaeillus plantarum.

Une seconde caractéristique qui pourrait
étre avantageusement exploitée consiste
en un bon niveau de résistance a l'étha-
nol chez certaines bactéries lactiques [7].
En effet, l'activité fermentaire des micro-
organismes en cours de fermentation
alcoolique  diminue & mesure que la
concentration en éthanol augmente dans
le milieu extracellulaire. Ce stress a I'étha-
nol est le résultat de plusieurs facteurs liés
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Figure 1. Voies de fermentation
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Figure 1.Pathways involved in glucose fermentation and pyruvate dissipation in Lactobacillus

plantarum NCIMB8826.
drogenase; 4, alcohol dehydrogenase;
oxidase; 8, pyruvate decarboxylase;
lase; 1, 2,3-butanediol dehydrogenase;

non seulement a un effet néfaste sur les
activités enzymatiques (effet dénaturant),
mais également une altération majeure au
niveau de la membrane cellulaire [12]. Il
en résulte un rendement tout a fait accep-
table & de faibles concentrations en sucres,
mais avec une productivitt  qui chute

I, lactate dehydrogenase; 2, pyruvate formate lyase; 3, acetaldehyde dehy-

5, phosphotransacetylase;
9, ce-acetolactate synthase;
12, non-enzymatic  decarboxylation.

6, acetate Kkinase; 7, pyruvate
10, ce-acetolactate decarboxy-

considérablement & des concentrations

d'éthanol comprises entre 6 et 8 %. Bien
que n'étant pas toutes tolérantes a de fortes
concentrations en éthanol, une étude sys-
tématique de quelques espéces de bactéries
lactiques a montré que plusieurs d'entre
elles, dont certaines souches de L. plan-
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tarum sont caractérisées
sance relativement
concentrations
16 % [7].

par une crois-
peu affectée par des
en éthanol allant jusqu'a

2. CONTEXTE EXPERIMENTAL

La construction d'une souche mutante
déficiente pour les activités D- et L-LDH
a nécessité dans un premier temps le clo-
nage des génes codant pour ces deux
enzymes. Les stratégies développées dans
notre cas ont été basées sur la complé-
mentation de la souche FMJI44 d'Esche-
richia coli [19] déficiente pour les activi-
tés lactate déshydrogénase et pyruvate
formate lyse (clonage du géne IdhL [3]),
ainsi que sur l'amplification par PCR au
départ d'oligonucléotides dégénérés (IdhD,
[4]). Les génes ont ensuite été inactivés
in vitro par délétion (IdhL) et disruption
(IdhD). Ces altérations ont été individuel-
lement transférées au sein du chromosome
bactérien  afin d'obtenir  une souche
mutante entiérement  stable, désignée
TFI03, et caractérisée par sa déficience
en activit¢ LDH.

Une étude métabolique de cette souche
a été réalisée par résonance magnétique
nucléaire basée sur l'abondance naturelle
de l'isotope 13du carbone [5]. Cette étude
a été effectuée sur des suspensions cellu-
laires additionées de glucose 50 mmol/L
ainsi que de citrate 10 mmol/L dans le cas
des études de cométabolisme. Cela nous a
permis d'indentifier et de quantifier une
variété de composés issus du métabolisme
du glucose et du citrate.

Le travail destiné a augmenter la pro-
duction d'éthanol chez cette souche a mis
en oeuvre un opéron créé de maniere arti-
ficielle dans lequel les génes codant pour
la pyruvate décarboxylase (Pdc) et l'alcool
déshydrogénase  (adh) de Zymomonas
mobilis sont sous le controle du couple de
promoteurs prtM/prtP de Lactococcus lac-
tis [18]. Cette unité de transcription a été

introduite sur un vecteur autoréplicatif
chez L. plantarum (pGK13, [15]). Une
caractérisation préliminaire de cette souche
recombinante a été réalisée en fermenta-
tion « batch » a pH fixe (régulation par
addition de NaOH ou HCI 2N) dans un
milieu de culture MRS (de Man, Rogosa et
Sharpe). L'identification et la quantifica-
tion des différents métabolites issus de la
dégradation du glucose a été réalisée par
HPLC.

3. RESULTATS ET DISCUSSION

3.1. Construction et caractérisation
métabolique d'une souche de
L. plantarum déficiente en activité
lactate déshydrogénase

Le clonage des génes Idhl: et IdhD
de L. plantarum a permis la construction
d'une souche inactivée pour ces deux
génes. La stratégie d'inactivation, bien
que légerement différente pour chacun de
ces génes, peut étre schématisée selon la
figure 2. Il s'agit d'un processus de recom-
binaison homologue en deux étapes (inté-
gration/excision)  dont I'aboutissement
résulte en une délétion interne pour le géne
Idhl: [3], et en une disruption par un mar-
queur de résistance au chloramphénicol
(gene cat) pour le géne IdhD [4]. Ce type
de stratégie garantit une entiére stabilité
des altérations chez cette souche, désignée
TF103, qui par ailleurs ne présente plus
d'activité LDH.

La caractérisation métabolique de cette
souche par résonance magnétique nuclé-
aire a été réalisée en comparaison avec la
souche parentale NCIMB8826 [5]. Lors-
que les supsensions cellulaires sont incu-
bées en présence d'oxygene (figure 3A), le
métabolisme du glucose se caractérise par
une distribution simple chez la souche sau-
vage: une production majoritaire de lac-
tate, accompagnée d'un faible pourcen-
tage d'acétate. Par contre, la souche TFIO3
présente un profil métabolique nettement
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Figure 2. Stratégie générale mise en ceuvre pour l'inactivation des genes IdhL et IdhD de L. plan-
{arum. Une copie plasmidique du gene cible est inactivée in vitro par délétion (géne IdhL) ou par
disruption (géne IdhD), donnant lieu a un géne non fonctionnel désigné Idh: sur la figure. Un pro-
cessus de recombinaison homologue en deux étapes (intégration/excision) permet le transplacement

stable de cette altération au sein du chromosome bactérien.

Figure 2. Strategy developed for Idh genes inactivation:
in vitro by deletion (IdhL gene) or disruption (IdhD gene). A two-step homologous
leads to a stable inactivation of the chromosomal copy

inactivated
recombination process (integration/excision)
of the gene.

Le composé majeur est
cette fois l'acétoine, accompagné égale-
ment d'éthanol, d'acétate, de succinate,
de mannitol, ainsi que de faibles quantités

plus diversifié.

de lactate. L'apparition de ce dernier
métabolite chez la souche TFIi3 peut
paraitre surprenante, compte tenu de

I'absence d'activité LDH. Il est néanmoins
possible que des activités enzymatiques
apparentées, connues sont le nom d'hydro-
xyisocaproate déshydrogénase, soient a
l'origine d'une faible conversion du pyru-
vate en lactate [2, 16, 17]. Bien que ce
type d'activité ait été mis en évidence chez
certaines especes de bactéries lactiques,
son existence chez notre souche de L. plan-
tarum reste purement spéculative.

Une caractérisation métabolique simi-
laire a également été réalisée en condi-
tions anaérobies en incubant les sus-

a plasmid-borne copy of the gene is

pensions cellulaires sous flux d'azote

(figure 3B). Dans ce cas, la souche mutante
TF103 est incapable de métaboliser le glu-
cose seul. Cette déficience est vraisem-
blablement liée & une incapacité de réoxy-
der le cofacteur NADH formé au cours de
la glycolyse. En aérobiose, ce recyclage
indispensable serait assuré par le systéme
NADH oxidase/peroxidase  [9]) dont le
fonctionnement exige la présence d'oxy-
géne moléculaire. Par contre, en anaéro-
biose, il semblerait que I'équilibre rédox
intracellulaire ne puisse pas étre maintenu,
probablement suite a une régénération par-
tielle du NAD+ par les voies schématisées
a la figure 1. Cependant, l'addition d'un
accepteur d'électrons externe tel que le
citrate en plus du glucose donne lieu au
cométabolisme de ces deux substrats. En
effet, le citrate permet un apport supplé-
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Figure 3. Produits du métabolisme du glucose et du cométabolisme glucose/citrate par des sus-
pensions cellulaires des souches sauvages NCIMB8826 et mutante TF103 de L. plantarum, Les
supsensions cellulaires ont été incubées dans les conditions suivantes. A. Glucose 50 mmolfL sous
flux d'air (conditions aérobies). B. Glucose 50 mmol/L" citrate 10 mmollL sous flux d'azote
(conditions anaérobies). Les produits de fermentation ont été identifiés par résonance magnétique
nucléaire.

Figure 3. End-products from glucose metabolism and glucose/citrate co-metabolism in the wild-
type strain NCIMB8826 and the mutant strain TFI03. Studies have been performed using cell sus-
pensions incubated in the following conditions. A. Glucose 50 mmol/L, aerobiosis. B. Glucose
50 mrnol/Lt citrate 10 mrnol/L, anaerobiosis. End-products have been identified by I3C nuclear
magnetic resonance.
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mentaire de pyruvate sans passer par la
voie de la glycolyse génératrice de NADH
[11]. Ce pyruvate, dirigé dans une certaine
mesure vers des voies productrices de
NAD+, rétablirait I'équilibre redox. L'ana-
lyse de ce cométabolisme glucose/citrate

entraine la production de lactate et d'acé-
tate chez la souche sauvage. Chez la
souche mutante, l'acétoine reste le cata-
bolite majeur, accompagné des composés
déja observés lors de l'incubation aérobie
ainsi que d'une faible concentration en
pyruvate.

3.2. Expression hétérologue des genes
pdc et adh de Zymomonas mobilis
chez L.plantarum TFI03

La caractérisation métabolique de la
souche TF 103 nous a amené a penser que
le niveau de pyruvate intracellulaire était
élevé chez ce mutant. En effet, l'activa-
tion de la voie conduisant a I' acétoine est
caractéristique d'une haute concentration
intracellulaire en pyruvate [22]. De plus,
I'apparition  de pyruvate dans le milieu
extracellulaire est également en faveur d'un
engorgement de ce métabolite [10,23]. I
semblait dés lors possible de rediriger cet
excés de pyruvate vers la production mas-
sive d'un composé choisi, que ce soit dans
une optique industrielle, ou simplement
pour démontrer la faisabilité d'une telle
stratégie d'ingénierie  métabolique chez
cette bactérie lactique. Parmi différentes
possibilités, la production d'éthanol au
départ du pyruvate a été envisagée grace a
l'intervention de deux enzymes: la pyru-
vate décarboxylase  (PDC) et l'alcool
déshydrogénase  (ADH) originaires de
Zymomonas mobilis. Ces activités sont
responsables de la conversion du pyruvate
en éthanol selon une séquence en deux
étapes dont la seconde fait intervenir la
réoxidation d'un équivalant NADH.

L'expression hétérologue des genes pdc
et adh de Z. mobilis chez la souche LDH
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négative de L. plantarum est donc appa-
rue comme intéressante. Ce type d'étude
avait déja été réalisé chez E. coli [1, 13, 14,
20]. Malgré un trés bon rendement, cet
organisme présente une limitation évi-
dente dans la tolérance & I'éthanol. D'autre
part, Lactobacillus casei a également été
testé dans une stratégie expérimentale
similaire [8]. Dans ce cas, la souche hote
pour l'expression hétérologue était une
souche sauvage possédant une activité éle-
vée en LDH. Malgré un certain succes, la
compétition entre les deux systemes de
dissipation du pyruvate a vraisemblable-
ment amoindri la production d'éthanol en
faveur du lactate, et les auteurs suggérent
d'améliorer la stratégie en reproduisant
I'expérience avec une souche de L. casei
déficiente en LDH.

Notre souche TF103 présentait d'emblée
cette caractéristique métabolique avanta-
geuse et a donc été utilisee comme hobte
pour I'expression des genes pdc et adh de
Z. mobilis. L'opéron pet (« production of
ethanol »), comporte les phases ouvertes de
lecture des deux génes couplées artifi-
ciellement en une seule unité de trans-
cription contrélée par le couple de pro-
moteurs prtM/prtP de Lactococcus lactis
[18]. Cet opéron pet a été inséré dans le
plasmide pGKI3 [15], réplicon fonction-
nel chez L. plantarum. L'analyse méta-
bolique a ensuite été réalisée sur la souche
TF 103 possédant cette construction, ainsi
que la méme souche pourvue du vecteur
pGKI3 en guise de contrdle. Les fermen-
tations ont été conduites en milieu MRS
contenant 2 % de glucose ainsi que du
citrate & une concentration de 8 mmol/L.
Plusieurs expériences de fermentations
« batch » ont été réalisées en faisant varier
2 paramétres: d'une part, le pH a été suc-
cessivement fixé a des valeurs de 5, 6 et
7 ;dautre part, les fermentations ont été
réalisées soit sous atmosphére (aérobiose)
ou sous flux d'azote (anaérobiose). Les
résultats les plus intéressants ont été obte-
nus lors de fermentations a pH 6 en condi-
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Figure 4. Produits issus de la fermentation en milieu MRS (base glucose 2 %) de la souche
TFI03 de L. plantarum. Cet histogramme compare un contréle, qui possede uniquement le vec-
teur pGK 13, avec la méme souche dotée du plasmide recombinant pGIT 510 (génes pdc et adh).
La fermentation a été conduite sous flux d'azote apH 6.

Figure 4. Fermentation

products from TF103 strain of L. plantarum grown in MRS medium

(glucose 2%). This scheme compares TF103 strain bearing a control plasmid (pGK 13) and the
recombinant ethanol plasmid (pGIT51 0, pdc and adh genes). Fermentations were performed at

pH 6 under nitrogen stream.

tions anaérobies (figure 4). Dans ce cas,
on observe que la présence du plamside
recombinant est corrélée a une augmen-
tation de la production d'éthanol chez la
souche TF103 avec réduction simultanée
du principal métabolite identifié chez cette
souche: I'acétoine. Cependant, la souche
contrble produit également une quantité
appréciable d'éthanol, et la réorientation
du flux de pyruvate chez la souche recom-
binante reste encore tres partielle. En effet,
en ne considérant comme source poten-
tielle d'éthanol que le glucose, on atteint
un rendement de 49 % du maximum théo-
rique pour la souche recombinante contre
37 % pour la souche contréle. Bien que
cela nait pas été explicité ici, il semble

que la présence ou l'absence d'oxygene

n'influence pas significativement le ren-
dement de conversion du glucose en étha-
nol, mais que la cinétique de consomma-
tion du glucose soit plus favorable en
anaerobiose. Par ailleurs, il apparait éga-
lement qu'une valeur basse de pH (5)
favoriseraient la formation d'acétoine alors
qu'une valeur plus élevée (7) ralentirait
la formation de biomasse. Un pH de 6 a
été présenté ci-dessus comme étant le
meilleur compromis actuellement testé.

Il est évident que l'état actuel de ces
études constituera une base pour I'amé-
lioration du processus de fermentation
alcoolique chez cette souche. Sur le plan
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génétique, l'utilisation du vecteur d'expres-
sion dans sa conception actuelle est de
toute évidence a l'origine d'un accroisse-
ment de la production d'éthanol. Rien
nindique cependant que l'on se situe dans
des conditions optimales d'expression des
génes pdc et adh. L'effet limité que nous
avons observé pourrait donc simplement
refléter une limitation dans les quantités
d'enzymes disponibles. 1l sera donc néces-
saire de tester le niveau d'expression des
génes, et au besoin de I'améliorer en modi-
fiant le systéme d'expression.

La présence d'autres métabolites du
glucose, dont principalement [l'acétoine,
pourrait en outre étre réduite en faveur de
la production d'éthanol. Cela pourrait se
faire d'une part en tentant d'optimiser les
conditions de fermentations, mais égale-
ment en envisageant d'autres modifica-
tions génétiques de la souche qui, par
exemple, inactiveraient la voie de syn-
thése de I'acétoine.

Par ailleurs, les quantités de glucose
engagées sont encore loin des concentra-
tions réellement mises en ceuvre lors de
fermentations industrielles. Il faudrait donc
voir comment, en présence de quantités
plus élevées de glucose, la souche se com-
porterait en terme de cinétique de consom-
mation, de tolérance réelle & des concen-
trations élevées en éthanol et en termes
de bilan métabolique global. Enfin, un des
avantages proposés pour l'utilisation de
lactobacilles en production d'éthanol est la
large gamme de substrats métabolisable
par ce groupe de bactérie. Il sera donc
indispensable de tester différents sucres,
dont ceux qui présentent un intérét poten-
tiel au niveau de l'industrie. Nous pen-
sons en particulier profiter des caracté-
ristiques  que présente  une souche
amylolytiqgue  de L. plantarum capable
d'hydrolyser et de fermenter I'amidon brut

(6]
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