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Résumé du manuscrit 

L’objectif de ces travaux de thèse était de rechercher un potentiel effet inhibiteur de l’acide acétique 

endogène sur le métabolisme oxydo-réductif de Saccharomyces cerevisiae, afin d’évaluer la pertinence d’une 

stratégie d’amélioration des capacités de production d’éthanol par la modulation de la synthèse de cet acide. Ces 

travaux devaient également permettre d’approfondir la compréhension des principaux facteurs commandant la 

synthèse de l’acide acétique et plus largement des acides organiques. La stratégie de modulation de la synthèse 

d’acide acétique mise en place reposait sur des approches microbiologique et génétique, consistant en l’ajout 

d’acide oléique et / ou de carnitine dans le milieu de culture ainsi que la surexpression du gène CIT2 ou la 

suppression du gène ALD6. 

Cette démarche a permis de montrer que, contrairement à la version exogène, l’acide acétique endogène 

ne présentait pas d’effet inhibiteur du métabolisme oxydo-réductif de Saccharomyces cerevisiae ou qu’il était 

négligeable par rapport au stress éthanol. En outre, la modulation de la production de cet acide ne semble pas être 

une stratégie envisageable en vue de l’amélioration des capacités de production d’éthanol de cette levure, bien 

qu’une corrélation ait été observée entre les titres finaux de ces deux molécules. 

En outre, il a été montré que l’isoforme 6 de l’acétaldéhyde déshydrogénase (Ald6p) était essentiel pour 

assurer la croissance cellulaire normale ainsi que les mécanismes de résistance au stress éthanol dans ces conditions 

de culture. Plus largement, l’interrelation entre les différents isoformes ne paraissait pas aussi flexible qu’en 

anaérobiose. Saccharomyces cerevisiae semblait également présenter un métabolisme flexible en réponse à une 

modulation de la synthèse d’acide acétique. La voie des pentoses-phosphates serait ainsi capable de prendre le 

relais de l’Ald6p pour assurer la régénération du NADPH cytosolique, bien que le flux à travers cette voie semble 

avoir été limité par le ratio NADP+ / NADPH. Enfin, les cellules paraissaient capables de réguler la synthèse de 

l’acétyl-coA à partir d’acide acétique en réaction à une évolution des besoins anaboliques lors de la fin de la phase 

de croissance. Elles seraient toutefois incapables de pallier le manque d’acétyl-coA suite à la suppression du gène 

ALD6. La modulation de la synthèse des acides pyruvique et succinique a également fait l’objet de discussions. 

 

Mots clefs 

Saccharomyces cerevisiae ; Fermentation alcoolique ; Acétate ; Pyruvate ; Succinate ; NADPH ; 

Acétyl-coA ; Acétaldéhyde déshydrogénase ; Effet Crabtree ; Carnitine-acétyl transférase. 
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Summary 

The aim of this work was to investigate a potential inhibitory effect of endogenous acetic acid on the 

oxido-reductive metabolism of Saccharomyces cerevisiae, to assess the relevance of a strategy based of the 

modulation of the synthesis of this acid, to improve ethanol production capacities. This work should also help to 

broaden the understanding of the main factors controlling the synthesis of acetic acid, and more generally organic 

acids. The strategy to modulate the synthesis of acetic acid was based on microbiological and genetic approaches, 

consisting in the addition of oleic acid and / or carnitine in the medium as well as the overexpression of the gene 

CIT2 or the deletion of the gene ALD6. 

This approach has shown that, contrary to exogenous version, endogenous acetic acid did not induce 

inhibitory effects on the oxido-reductive metabolism of Saccharomyces cerevisiae, or was negligible compared to 

stress caused by ethanol. Moreover, the modulation of the synthesis of this acid appear to be not an attractive 

strategy to improve ethanol production capacities of the yeast, although a correlation was observed between the 

end-culture titer of these two molecules. 

In addition, it has been shown that the isoform 6 of acetaldehyde dehydrogenase (Ald6p) was essential to 

ensure regular growth and mechanisms of ethanol stress resistance under these conditions of culture. More 

broadly, the interrelation between the different isoforms did not seem as flexible as under anaerobic conditions. 

Saccharomyces cerevisiae also seemed to have a flexible metabolism in response to a modulation of the synthesis 

of acetic acid. The pentose-phosphate way would be able to take over from Ald6p for regeneration of cytosolic 

NADPH, although the ratio NADP+ / NADPH seemed to lessen the flux through this pathway. Finally, the cells 

appeared to be able to regulate the synthesis of acetyl-CoA from acetic acid in response to changing in anabolic 

needs at the end of the growth phase. However, yeasts would be unable to overcome the lack of acetyl-CoA 

following the suppression of the gene ALD6. The modulation of the synthesis of pyruvic and succinic acids has 

also been discussed. 

 

 

Key words 

Saccharomyces cerevisiae; Alcoholic fermentation; Acetate; Pyruvate; Succinate; NADPH; Acetyl-coA; 

Acetaldehyde dehydrogenase; Crabtree effect; Carnitine-acetyl transferase 



DOCUMENT CONFIDENTIEL (septembre 2013 – 2023) 

 



DOCUMENT CONFIDENTIEL (septembre 2013 – 2023) 



DOCUMENT CONFIDENTIEL (septembre 2013 – 2023) 



DOCUMENT CONFIDENTIEL (septembre 2013 – 2023) 

 

« Les hommes simplifient le monde par le langage et la pensée, ainsi ils ont des certitudes ; 

et avoir des certitudes est la plus puissante volupté en ce monde, bien plus puissante que l’argent, le sexe et le 

pouvoir réunis. Le renoncement à une véritable intelligence est le prix à payer pour avoir des certitudes, 

et c’est toujours une dépense invisible à la banque de notre conscience » 

Martin Page, Comment je suis devenu stupide 

 

« Ma première expérience dans le domaine se situe de nombreuses années 

avant que je ne sois devenu père moi-même » 

Fitzhugh Dodson, Le père et son enfant 
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Suite à l’augmentation relativement récente et rapide de la population humaine et de l’activité qui en 

découle au sens large, la Terre subit un phénomène de réchauffement climatique aux enjeux sans précédent. 

L’immense majorité du monde scientifique s’accorde aujourd’hui pour imputer principalement ce réchauffement 

aux gaz à effet de serre et, ainsi, en grande partie à l’utilisation outrancière d’énergies fossiles. Dès lors, la 

recherche et le développement d’un bouquet d’énergies alternatives dites renouvelables se sont avérés essentiels.  

Avec 83,3 millions de tonnes produites en 2011 au niveau mondial (calculs DGCCRF d’après source 

OCDE), l’éthanol carburant est considéré comme l’une de ces énergies renouvelables. Cette molécule est 

généralement produite par des microorganismes à partir de biomasse. Il en existe trois générations. La première, 

utilisant les organes de réserve carbonée des plantes, est déjà commercialisée dans certains pays, dont la France, 

sous forme pure ou mélangée à l’essence traditionnelle. Les analyses de cycle de vie développées par l’ADEME 

(février 2010) semblent lui conférer un intérêt certain pour la diminution de l’utilisation d’énergies fossiles, bien 

que l’ensemble de la communauté scientifique ne soit pas forcément en accord avec ce type de conclusions. En 

outre, cette génération est fortement critiquée pour sa concurrence en terme de matières premières vis-à-vis des 

cultures vivrières, pouvant mener à un impact négatif au niveau social et de la souveraineté alimentaire des Etats 

producteurs, comme par exemple au Brésil. 

L’éthanol de deuxième et de troisième générations, produit respectivement par des levures à partir de 

plantes entières ou de déchets végétaux (matière ligno-cellulosique) et à partir du dioxyde de carbone 

(microorganismes photosynthétiques) est quant à lui toujours au stade de recherche et développement. La mise au 

point de la deuxième génération est en effet plus délicate que la première puisqu’elle utilise aussi bien les parties 

ligno-cellulosiques des plantes que les substrats carbonés de réserve, dévoilant ainsi de nouveaux verrous 

scientifiques. Outre les problématiques liées à l’extraction des oses de la ligno-cellulose, une production 

d’éthanol dans ces conditions nécessite la transformation efficace des oses à cinq et six carbones, notamment le 

xylose et le glucose. Saccharomyces cerevisiae, la levure référence pour la synthèse d’éthanol, est extrêmement 

compétente pour métaboliser les hexoses mais présente plus de difficultés avec les pentoses, pour lesquels on lui 

préfère d’autres genres comme Candida ou Pichia. Sur glucose, Saccharomyces cerevisiae est ainsi capable d’atteindre 

des rendements et des titres finaux en éthanol élevés grâce à des mécanismes efficaces de résistance au stress 

éthanol. 

Cette levure a été particulièrement étudiée par génie microbiologique, génétique et métabolique. Elle 

fait ainsi figure de modèle eucaryote dans de nombreux domaines de recherche, allant des bioprocédés à la 

recherche médicale. Elle présente la particularité d’être soumise à l’effet Crabtree et, par là, d’être capable de 

produire de l’éthanol aussi bien en présence qu’en absence d’oxygène. Cet effet demeure cependant toujours 

obscur car les mécanismes conduisant à la production aérobie d’éthanol sont particulièrement complexes. A cette 

date, les scientifiques l’expliquent par la théorie de la capacité respiratoire limite (Käppeli & Sonnleitner, 1986). 

D’après ce modèle boîte noire, la production d’éthanol serait ainsi due à une capacité limitée de la levure à 
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métaboliser l’acide pyruvique provenant de la glycolyse, via un ensemble de réactions biochimiques incluant le 

métabolisme mitochondrial et le by-pass de la pyruvate déshydrogénase. 

Outre l’éthanol, l’apparition de l’effet Crabtree conduit à l’excrétion d’autres métabolites comme le 

glycérol et les acides organiques. Le premier est un polyol dont les facteurs biologiques commandant la 

production sont aujourd’hui relativement bien connus. Il permet ainsi aux cellules de gérer leur équilibre rédox 

par la réoxydation du NADH et de lutter contre les stress environnementaux, plus particulièrement le stress 

osmotique. Plusieurs études portant sur la réduction de la synthèse de cette molécule ont permis d’améliorer les 

capacités de production d’éthanol, principalement au niveau du rendement sur substrat consommé. 

En regard du glycérol, les acides organiques ont quant à eux été peu étudiés. En conditions de 

production d’éthanol, Saccharomyces cerevisiae produit principalement de l’acide acétique et, dans une moindre 

mesure et selon les souches, des acides pyruvique, succinique, malique et fumarique. Ces molécules sont réputées 

toxiques pour les cellules de part leur caractère acide. De nombreux travaux ont ainsi mis en évidence un impact 

négatif de l’acide acétique exogène sur la croissance cellulaire. Lorsqu’il est ajouté au milieu de culture, celui-ci 

aurait en effet pour conséquence de déréguler le pH intracellulaire, de découpler la production d’énergie de celle 

de la biomasse, d’augmenter la synthèse de dérivés réactifs de l’oxygène et d’induire un signal apoptotique. Dans 

ce cas, Saccharomyces cerevisiae semble alors capable de mettre en œuvre des mécanismes de réponse au stress 

acide. Il a en outre été démontré qu’elle peut s’adapter au stress acétate, bien que les mécanismes impliqués 

demeurent inconnus. Néanmoins, il faut noter que certaines études ont rapporté une amélioration des capacités 

de production d’éthanol suite à l’ajout d’acide acétique. 

En revanche, peu d’études ont traité spécifiquement des acides endogènes. De ce fait, de nombreuses 

zones d’ombre subsistent quand à leur éventuel impact sur le métabolisme de Saccharomyces cerevisiae. Toutefois, 

les travaux de Pagliardini (2010) sur la modulation de glycérol pourraient laisser penser que l’acide acétique 

présente effectivement un impact négatif sur la biomasse. Après l’arrêt de la production d’éthanol entre 112 et 

117 g L-1 en fin de cultures discontinues alimentées aérobies en excès de glucose, la chute de la viabilité des 

cellules s’est en effet poursuivi et semblait corrélée à l’augmentation de la concentration en acide acétique dans le 

milieu de culture. Cependant, aucune autre étude spécifique n’a rapporté un tel impact de l’acide acétique 

synthétisé sur les cellules. 

Outre leur effet inhibiteur sur la croissance, les mécanismes biologiques conduisant à la production des 

acides organiques sont également mal connus. Ceux-ci semblent particuliers à chaque acide, puisqu’ils occupent 

chacun une place stratégique différente dans le réseau métabolique. L’acide acétique est ainsi notamment présent 

dans le by-pass de la pyruvate déshydrogénase et source importante de NADPH, de NADH et 

d’acétyl-coenzyme A. L’acide pyruvique est quant à lui situé à un carrefour métabolique en fin de glycolyse, 

distribuant le carbone entre le métabolisme mitochondrial et la voie fermentaire. Enfin, les acides succinique, 

malique et fumarique sont principalement localisés au niveau du cycle des acides tricarboxyliques, fournisseur 

notamment de précurseurs métaboliques pour l’anabolisme. 
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Afin d’expliquer le phénomène d’excrétion des acides organiques, la communauté scientifique a 

longtemps avancé l’hypothèse d’un flux de synthèse de ces molécules trop important pour être géré par les 

enzymes situées juste en aval. Toutefois, la surexpression des deux isoformes de l’acétyl-coA synthase, 

permettant de transformer l’acide acétique en acétyl-coA, n’a pas permis de réduire la production de cet acide (de 

Jong-Gubbels et al., 1998). En outre, une étude de la synthèse d’acide succinique par marquage du glucose au 13C 

a montré qu’en anaérobiose, cet acide était produit à cause d’un fonctionnement du cycle des acides 

tricarboxyliques de manière branchée et non plus cyclique (Camarasa et al., 2003). Ces études remettent donc en 

cause l’hypothèse première d’un flux de synthèse trop important de ces acides organiques. 

Les travaux de thèse présentés dans ce manuscrit ont donc eu pour objectif d’éclaircir le rôle des acides 

organiques synthétisés lors de la production d’éthanol par Saccharomyces cerevisiae, ainsi que d’appréhender leur 

potentiel effet inhibiteur du métabolisme microbien. Pour y parvenir, l’idée directrice a été de moduler la 

synthèse de ces acides et plus particulièrement de l’acide acétique par des stratégies variées. Cette démarche a 

ainsi permis d’apporter des éléments de réponses aux problématiques suivantes : 

 

 L’acide acétique endogène présente t-il un effet inhibiteur sur le métabolisme oxydo-réductif chez 

Saccharomyces cerevisiae ? Est-il ainsi possible de moduler sa production dans le but d’améliorer les 

capacités de production d’éthanol ainsi que sa tolérance aux stress ? 

 

 Quels sont les principaux facteurs commandant la synthèse d’acide acétique et plus généralement celle 

des acides organiques ? Permettent-ils une flexibilité du métabolisme à ce niveau ? 

 

Les stratégies de modulation de la production d’acide acétique mises en œuvre ici ont fait appel à des 

approches microbiologique et génétique. L’ajout d’agents modulateurs du métabolisme comme l’acide oléique et 

la carnitine devaient ainsi permettre d’influer principalement sur le transport de l’acétyl-coA à travers la 

membrane mitochondriale. De plus la surexpression du gène CIT2, connu pour être impliqué dans les mécanismes 

de résistance au stress acétate, pourrait mener à une diminution de la production d’acide acétique comme déjà 

observé lors de l’effet Crabtree « court terme ». Enfin la suppression du gène ALD6, codant pour l’isoforme 

majeur de l’acétaldéhyde déshydrogénase, permettrait d’étudier plus particulièrement la flexibilité du 

métabolisme au niveau de la synthèse d’acétyl-coA et de la régénération du NADPH. 
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Figure 1 : Cibles des stratégies de modulation de la synthèse d’acide acétique mises en œuvre au cours des travaux de thèse. 

 

Ce manuscrit a été rédigé en sept parties. Le chapitre 1 décrit l’état de l’Art vis-à-vis des problématiques 

posées. Il présente la physiologie générale de Saccharomyces cerevisiae et le rôle biologique des alcools produits, ainsi 

que l’effet de la modulation de la production de glycérol. Les informations disponibles à propos du rôle 

biologique des acides organiques endogènes sont également exposées, ainsi que l’impact des acides exogènes sur 

le métabolisme et les mécanismes de réponse mis en place par la levure. 

Le chapitre 2 présente les souches, le matériel, les stratégies de conduite de culture et les techniques 

analytiques utilisés afin de mener à bien les différentes expériences. Une caractérisation de la reproductibilité des 

cultures y est également détaillée. 

Les chapitres 3 à 6 sont une analyse des rendements, des cinétiques macroscopiques et de l’estimation 

des flux intracellulaires obtenus lors des différentes expériences. 
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Le chapitre 3 est une étude de l’impact de l’acide oléique sur l’effet Crabtree « long terme » observé 

chez la souche sauvage. Une partie de ce chapitre est rédigé sous forme de publication scientifique reprenant 

également des résultats d’autres études en cultures continues et en accélerostat. 

Le chapitre 4 regroupe plusieurs cultures permettant d’étudier le système enzymatique de la 

carnitine-acétyl transférase, un transporteur mitochondrial de l’acétyl-coA, en condition de production d’éthanol 

aérobie avec ajout d’acide oléique et / ou de carnitine. 

Le chapitre 5 analyse l’effet d’une augmentation de la production d’acide acétique sur le métabolisme 

oxydo-réductif de la levure suite à la surexpression du gène CIT2, codant pour une citrate synthase non 

mitochondriale. 

Le chapitre 6 étudie l’impact de la suppression du gène ALD6, codant pour l’isoforme majeur de 

l’acétadéhyde déshydrogénase, sur le métabolisme de la levure et son profil de viabilité. Il permet également de 

discuter la flexibilité de l’apport en NADPH et en acétyl-coA. 

Enfin, le dernier chapitre rapproche les résultats des différents chapitres, menant ainsi à une discussion 

générale permettant de répondre aux problématiques posées par l’étude de l’état de l’Art. Des perspectives de 

travail y sont également proposées. 
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11. LES METABOLISMES DE SACCHAROMYCES CEREVISIAE 

Saccharomyces cerevisiae est une levure très utilisée au niveau industriel. Elle l’est depuis très longtemps 

pour la transformation alimentaire, notamment dans le domaine de la panification et de la production d’alcool 

(Piskur et al., 2006). Cette levure est également très répandue dans une large gamme de procédés 

technologiques, allant de la synthèse de protéines hétérologues à la production d’éthanol carburant. 

Saccharomyces cerevisiae est également l’un des microorganismes dont le métabolisme est le plus décrit et 

détaillé dans des travaux scientifiques. Comme pour toutes les cellules celui-ci dépend, outre de la souche, de 

l’environnement dans lequel elle évolue. De nombreux facteurs sont à l’origine d’inhibitions ou de stimulations 

affectant tout ou partie du métabolisme microbien. 

 

111. PHYSIOLOGIE DE SACCHAROMYCES CEREVISIAE SUR GLUCOSE 

De manière générale, les levures sont capables d’utiliser le glucose comme seule source de carbone et 

d’énergie (Barnett, 1976). Chez S. cerevisiae, une levure Crabtree positive, le métabolisme de cet ose peut 

cependant se faire de trois manières différentes, dépendamment de l’apport en glucose et en oxygène (Figure 2). 

1111. Métabolisme purement oxydatif  

Sous certaines conditions environnementales n’exposant pas les cellules à une limitation en oxygène ou à 

des concentrations en glucose trop élevées (Verduyn et al., 1984), S. cerevisiae peut présenter un métabolisme 

oxydatif pur. A travers les voies de la glycolyse (ou voie d’Embden-Meyerhof-Parnas), du cycle des acides 

tricarboxyliques et de la phosphorylation oxydative, le glucose consommé est alors totalement oxydé en dioxyde 

de carbone et en eau, avec formation d’adénosine triphosphate (ATP). L’équation globale simplifiée en résultant 

est la suivante : 

 

 

Équation 1 : Equation générale du métabolisme oxydatif du glucose 

 

Dans un premier temps, le glucose est transporté dans le cytosol de la cellule, où il va être oxydé par la 

glycolyse jusqu’au stade du pyruvate. Ceci entraîne la synthèse de 2 moles d’ATP et la réduction de 2 moles de 

NAD+ par mole de glucose. La régulation allostérique de cette voie se situe principalement au niveau de deux 

enzymes : la phosphofructokinase et la pyruvate kinase. La première est activée par l’adénosine monophosphate 
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(AMP) et le fructose-2,6-diphosphate, mais inhibée par l’ATP et le citrate. La seconde est quant à elle activée par 

l’AMP et le fructose-1,6-diphosphate, mais inhibée par l’ATP, l’alanine et l’acétyl-co-enzyme A (acétyl-coA). 

Le pyruvate est ensuite transporté du cytosol vers la matrice mitochondriale, où il est transformé en 

acétyl-coA pour entrer dans le cycle des acides tricarboxyliques, étape ultime du catabolisme des glucides. Ce 

cycle réactionnel assure la formation des précurseurs nécessaires au métabolisme anabolique de la cellule, mais 

aussi la réduction des cofacteurs oxydés, tels que le NAD+ et le FAD (Rose & Harrison, 1971). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 : Métabolisme du glucose chez Saccharomyces cerevisiae. 
Les excrétions de métabolites en flèches pointillées sont spécifiques au métabolisme fermentaire. 

La capacité respiratoire est représentée par l’ensemble des réactions biochimiques incluses dans la zone délimitée par les pointillés. 
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Enfin, les cofacteurs précédemment réduits sont réoxydés lors de la phosphorylation oxydative. Les 

électrons ainsi libérés sont transférés le long de la chaîne respiratoire jusqu’à l’oxygène, jouant le rôle d’accepteur 

final d’électrons. Ce transfert induit un pompage des protons de la matrice vers l’espace inter-membranaire des 

mitochondries, créant ainsi un gradient de concentration en protons. La force protomotrice en découlant permet 

ainsi la phosphorylation d’ADP en ATP par l’ATP synthase membranaire (de Vries & Marres, 1987). 

Cependant chez S. cerevisiae, la NADH déshydrogénase (Ndi1p ; Figure 6) ne permet pas d’exporter des 

protons. La réoxydation d’une mole de NADH,H+ ou de FADH2 conduit donc à la formation d’une même 

quantité d’ATP. L’efficacité de cette voie peut être estimée de façon expérimentale par l’utilisation du ratio P/O 

(mole d’ATP formé par atome d’oxygène consommé), selon l’équation suivante : 

 

 

Équation 2 : Stœchiométrie globale de la phosphorylation oxydative 

 

 La valeur théorique limite du coefficient P/O est de 2. Cependant chez S. cerevisiae, la valeur 

expérimentale de ce coefficient est plutôt comprise entre 1,2 et 1,33, selon les conditions de croissance (van 

Gulik & Heijnen, 1995 ; Verduyn, 1992). 

1112. Métabolisme anaérobie 

En l’absence totale d’oxygène, S. cerevisiae n’est plus capable d’utiliser la phosphorylation oxydative 

comme source d’énergie. Elle modifie alors son métabolisme de façon à répondre à ses besoins énergétiques en 

produisant de l’éthanol, selon l’équation globale suivante : 

 

 

Équation 3 : Equation générale du métabolisme anaérobie du glucose 

 

Comme pour le métabolisme oxydatif, le glucose est d’abord principalement dégradé en pyruvate via la 

glycolyse. Une partie importante du carbone est alors envoyée vers la synthèse d’éthanol, avec un rendement 

théorique maximal de production de 0,511 gEtOH gGlucose
-1. Ceci permet ainsi de réoxyder les cofacteurs réduits lors 

de la glycolyse, tout en produisant 2 moles d’ATP par mole de glucose. Ce mécanisme de synthèse d’énergie est 

cependant beaucoup moins productif que la respiration aérobie, puisque la quantité de moles d’ATP formé par 

mole de glucose consommé chute de près de 95 % (Käppeli & Sonnleitner, 1986). 
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Dans ces conditions, le métabolisme mitochondrial n’a alors qu’un rôle purement anabolique pour 

fournir des précurseurs métaboliques, tels que l’-cétoglutarate ou l’oxaloacétate. La levure produit cependant 

d’autres molécules, comme du glycérol à partir de glycéraldéhyde-3-P. Ce phénomène permet de réoxyder des 

cofacteurs réduits provenant de l’anabolisme. Des acides organiques peuvent également être excrétés, tels les 

acides acétique, succinique et pyruvique, altérant également la balance oxydo-réductive (Pagliardini, 2010 ; 

Visser et al., 2004). 

1113. Effet Crabtree 

S. cerevisiae est soumise à l’effet Crabtree (Crabtree, 1929). Lors d’une croissance aérobie en excès de 

glucose (> 150 mg L-1), le métabolisme purement oxydatif du glucose bascule vers un métabolisme 

oxydo-réductif (De Deken, 1966 ; Fiechter et al., 1981 ; Verduyn et al., 1984). Il provoque notamment la 

formation de produits typiques du métabolisme fermentaire comme l’éthanol, le glycérol et les acides acétique, 

succinique et pyruvique. A l’inverse, le rendement en biomasse chute (Pagliardini, 2010 ; Rieger et al., 1983 ; 

Rose & Harrison, 1971 ; Visser et al., 2004). 

L’effet Crabtree se caractérise par différents phénomènes moléculaires selon sa durée de mise en œuvre. 

Il est nommé effet « court terme » lorsqu’il apparaît suite à un pulse de glucose dans un réacteur continu sous 

limitation de glucose. Il est en revanche nommé effet « long terme » lors de cultures discontinues ou discontinues 

alimentées en excès de glucose, ou lors d’une culture continue limitée en glucose conduite à un taux de dilution 

supérieur au taux de dilution critique (Dc) (Petrik et al., 1983). 

A l’origine de ce phénomène, les levures Crabtree positives seraient incapables de réguler le flux entrant 

de glucose par diffusion facilitée à faible affinité, alors que les Crabtree négatives régulent l’entrée du glucose à 

l’aide d’un système de symport H+ à haute affinité (Van Urk et al., 1989 ; 1990). 

La théorie communément admise permettant d’expliquer l’effet Crabtree est le concept de « capacité 

respiratoire limite ». Celle-ci, considérée comme une boîte noire, comprend l'ensemble des voies cytosoliques et 

mitochondriales responsables du catabolisme respiratoire du pyruvate, y compris la chaîne respiratoire (Figure 2). 

La capacité respiratoire serait saturée au-dessus d'un seuil critique de consommation de glucose. La cellule 

dirigerait alors l'excès de flux glycolytique vers le métabolisme fermentaire avec apparition de la production 

d'éthanol (Figure 3) (Beck & von Meyenburg, 1968 ; Käppeli & Sonnleitner, 1986). Cependant, la suppression ou 

la surexpression isolée de différents gènes codant pour des enzymes de la capacité respiratoire n'ont pas permis de 

révéler une réaction limitante (Flikweert et al., 1996 ; Guillou, 1996 ; van Hoek et al., 1998b ; de Jong-Gubbels 

et al., 1992 ; de Jong-Gubbels et al., 1998 ; Meaden et al., 1997 ; Saint-Prix et al., 2004 ; Verduyn et al., 1992). 
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METABOLISME 
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      - Ethanol 
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      - CO2 

Flux de glucose faible 

 - Discontinu : [glucose] < 150 mg L-1 

 - Continu : D < Dc 

Flux de glucose élevé 

 - Discontinu : [glucose] > 150 mg L-1 

 - Continu : D > Dc 

METABOLISME OXYDATIF 

  - Biomasse 
  - CO2 

CAPACITE 

RESPIRATOIRE 

LIMITE 

METABOLISME OXYDATIF 

  - Biomasse 
  - CO2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3 : Concept de la capacité respiratoire limite. 

 

Une modulation de cette transition métabolique a cependant été rapportée lors de travaux touchant à des 

fonctions de régulations globales. La suppression des gènes MIG1 et MIG2, codant pour un régulateur positif de la 

répression du glucose, à conduit à un taux critique de dilution (Dc) supérieur de 5 %, à 0,274 h-1 (Klein et al., 

1999). La surexpression du gène HAP4, codant pour un régulateur positif de gènes impliqués dans le métabolisme 

respiratoire, a permis d’atteindre un Dc 10 % plus élevé, à 0,33 h-1 (van Maris et al., 2001). La diminution 

intracellulaire du ratio NADH / NAD+ en exprimant un gène hétérologue codant pour une oxydase 

mitochondriale (AOX1) a également conduit à un Dc 10 % plus élevé, à 0,32 h-1 (Vemuri et al., 2007). En outre, 

une modulation de l’effet Crabtree « court terme » a été observée suite à une alimentation en co-substrat glucose 

plus acide oléique, se traduisant par un retard à l’apparition de la transition métabolique ainsi que par une 

redirection du carbone (Feria-Gervasio et al., 2008). 

 

112. PHYSIOLOGIE DE SACCHAROMYCES CEREVISIAE SUR ACIDE OLEIQUE 

Outre le glucose, S. cerevisiae est capable de croître sur acide oléique comme seule source de carbone. 

Contrairement aux substrats fermentescibles, le métabolisme de cet acide gras ne conduit pas à une production 

d’éthanol. Il faut noter que les peroxysomes, organites où se déroule la -oxydation, sont également impliqués 

dans la détoxification des dérivés réactifs de l’oxygène, par l’action d’une catalase (Fukui & Tanaka, 1979). 
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1121. Métabolisation des acides gras 

Chez S. cerevisiae, le transport des acides gras du milieu extracellulaire vers le cytosol demeure incertain. 

Ils peuvent en effet traverser la membrane plasmique par simple diffusion ou via un transport facilité. Chez les 

levures oléagineuses, comme Yarrowia lipolytica, le transporteur n’est activé que pour de faibles concentrations 

extracellulaires en acides gras, inférieures à 10 M. Pour des valeurs supérieures, le transport est assuré par 

simple diffusion (Berk & Stump, 1999 ; Fickers et al., 2005 ; Hamilton, 1998). Chez S. cerevisiae, ce transporteur 

semblait être codé par le gène FAT1 (Faergeman et al., 1997 ; Schaffer & Lodish, 1994). Cependant, des travaux 

ultérieurs lui prête un rôle dans l’homéostasie des acides gras à longue chaîne, en permettant le transport au 

niveau des membranes du peroxysome et du réticulum endoplasmique (Choi & Martin, 1999 ; Watkins et al., 

1998). 

Une fois dans le cytosol, les acides gras sont envoyés vers l’intérieur des peroxysomes. Ce mécanisme est 

assuré par les transporteurs Pxa1p et Pxa2p pour les acides gras à longue chaîne et par le Pex11p pour les acides 

gras plus courts (Hettema et al., 1996). Ces acides sont ensuite activés par fixation d’un coenzyme A grâce à la 

protéine Faap2p, puis métabolisés via la voie de la -oxydation. Le produit carboné final de ce catabolisme est 

l’acétyl-coA, avec régénération importante du pool de NADH peroxysomale (Hiltunen et al., 2003). Or la 

membrane des peroxysomes est imperméable à ces deux molécules (van Roermund et al., 1995). La cellule va 

donc exporter l’acétyl-coA à l’aide de deux voies distinctes : le système enzymatique de la carnitine-acétyl 

transférase (CAT) et le cycle peroxysomal du glyoxylate. La première permet d’exporter l’acétyl-coA vers le 

cytosol sous forme d’acétyl-carnitine. La seconde fait entrer l’acétyl-coA dans le cycle du glyoxylate, au niveau de 

la formation des acides citrique et malique. Les intermédiaires de ce cycle peuvent alors être dirigés vers le 

cytosol grâce à différents transporteurs mitochondriaux, notamment les acides citrique, malique et succinique 

(Figure 4). Au moins une de ces voies doit être fonctionnelle pour permettre à S. cerevisiae de croître sur acide 

oléique seul (van Roermund et al., 1995). Ces voies sont schématisées dans le chapitre traitant du transport de 

l’acétyl-coA (chapitre 113). 

1122. L’acide oléique et l’expression génique 

L’utilisation d’acide oléique comme substrat carboné implique également un impact sur l’expression de 

nombreux gènes. Lors d’une culture sur acide oléique seul, une centaine de gènes sont différemment exprimés, 

soit environ 2 % du génome (Kal et al., 1999). La plupart de ces gènes codent pour des protéines nécessaires au 

transport et à la dégradation des acides gras. Dans ces conditions, une prolifération des peroxysomes, dont la 

biogénèse nécessite 13 protéines, est observable (Distel et al., 1996 ; Veenhuis et al., 1987). L’expression des 

gènes codant pour les enzymes du cycle peroxysomal du glyoxylate est également induite. C’est notamment le cas 

de l’isocitrate lyase et de la malate synthase, qui sont en revanche inhibées sur glucose seul (Trotter, 2001). En 

outre, une surexpression des gènes codant pour des transporteurs mitochondriaux et pour le métabolisme 

mitochondrial a été rapportée. La pyruvate carboxylase est également activée en présence d’acides gras et 

d’acétyl-coA, alors que la pyruvate déshydrogénase est inhibée (Myers et al., 1983). Enfin, des gènes impliqués 
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dans la réponse à des stress généraux et thermique sont surexprimés en présence d’acide oléique (Kal et al., 

1999). 

Lors d’une culture continue limitée en glucose et supplémentée en acide oléique, Feria-Gervasio (2008) 

a également rapporté une expression différente de 280 gènes sous l’effet de cet acide gras, dont 103 présentant 

une fonction inconnue. Les familles de gènes les plus touchées étaient « organisation cellulaire et biogénèse », 

« localisation cellulaire » et « communication cellulaire ». Cependant, aucune différence de l’expression des gènes 

responsables du transport de l’acétyl-coA n’a été observée, alors que les activités spécifiques de la Cit2p, Catp et 

Leu4/9p étaient augmentées. 

 

113. LE TRANSPORT DU CARBONE CHEZ SACCHAROMYCES CEREVISIAE 

L’acétyl-coenzyme A est un composé essentiel dans le métabolisme général de S. cerevisiae. Cette 

molécule est une source importante du squelette carboné des cellules, par l’intermédiaire des voies anaboliques 

cytosoliques ou mitochondriales, telles que la synthèse de lipides ou de protéines. Sur glucose, l’acétyl-coA est 

principalement obtenu via la pyruvate déshydrogénase (mitochondriale), et via les acétaldéhyde déshydrogénases 

(cytosoliques et mitochondriales) (Flikweert et al., 1996 ; Saint-Prix et al., 2004). Sur acide oléique comme seule 

source de carbone, il est produit par la -oxydation des acides gras. 

Cependant, l’acétyl-coA ne peut pas traverser les membranes des peroxysomes et de la mitochondrie 

(van Roermund et al., 1995). La cellule doit donc être capable d’assurer le transport de l’acétyl-coA entre les 

différents compartiments pour l’amener aux lieux de consommation. Plusieurs équipes ont étudié les voies de 

transport de cette molécule à travers les membranes mitochondriale et peroxysomale. Ce transport est ainsi 

assuré par trois systèmes : ceux du cycle du glyoxylate, également appelé de la citrate synthase (Cit2p), de la 

carnitine-acétyl transférase (CAT) et de l’-isopropylmalate synthase (Leu4/9p). Les deux premiers systèmes 

sont toutefois capables de se compléter en l’absence de l’un d’entre eux (van Roermund et al., 1995). 

1131. Le système de la carnitine acétyl-transférase 

Ce système est composé de quatre enzymes codées par les gènes CAT2, YAT1, YAT2 et CRC1. Il permet  

de transférer l’acétyl-coA entre le cytosol, la mitochondrie et les peroxysomes. L’acétyl-coA est d’abord 

transformé en acétyl-carnitine par les carnitine-acétyl transférases (Cat2p, Yat1p et Yat2p), puis transféré à 

travers la membrane mitochondriale par la translocase (Crc1p). Le transport effectif à travers la membrane 

peroxysomale demeure en revanche inconnu. 

Le gène CRC1 code pour la carnitine-acétyl translocase, située dans la membrane interne de la 

mitochondrie (van Roermund et al., 1999). In vitro, cette enzyme est capable de catalyser le transport 

d’acétyl-carnitine, de propionyl-carnitine et de carnitine. Elle transfère également, mais plus difficilement, les 
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acides gras à moyenne et longue chaîne. En outre, ce gène est réprimé par le glucose et induit par l’acide oléique 

via la séquence ORE (Palmieri et al., 1999b ; van Roermund et al., 1999). 

Le gène CAT2 code pour la version mitochondriale et peroxysomale de la carnitine-acétyl transférase 

(Elgersma et al., 1995). Elle semble être très importante dans le dispositif CAT, car elle représente 99 % de son 

activité totale lors d’une croissance sur galactose, et plus de 95 % sur acide oléique (Kispal et al., 1993 ; van 

Roermund et al., 1999). L’expression de ce gène et l’activité correspondante sont induites par le glycérol, 

l’acétate et surtout l’acide oléique, mais le glucose réprimerait CAT2 (van den Berg et al., 1998 ; Elgersma et al., 

1995). L’équipe de Franken (2008) lui attribue également un rôle dans une réponse de protection à un stress 

oxydatif. 

Le gène YAT1 code pour la carnitine-acétyl transférase, une enzyme de 688 acides aminés située dans la 

membrane externe de la mitochondrie (Schmalix & Bandlow, 1993). Celle-ci est responsable de 5 % de l’activité 

de la CAT lors d’une croissance sur acide acétique. YAT1 est induit par cette molécule, l’éthanol et le glycérol, 

mais réprimé par le glucose et le galactose. L’acide oléique n’a en revanche aucun effet (van den Berg et al., 1998 

; Elgersma et al., 1995 ; Karpichev & Small, 1998 ; Schmalix & Bandlow, 1993). 

Le gène YAT2 code pour une carnitine-acétyl transférase qui serait cytosolique, représentant 50 % de 

l’activité de la CAT lors d’une croissance sur éthanol. Son rôle demeure incertain, mais YAT2 est induit par cet 

alcool (Franken et al., 2008 ; Swiegers et al., 2001). 

Le transport à travers le système CAT nécessite de la carnitine pour être fonctionnel. S. cerevisiae étant 

incapable de la synthétiser, il faut donc l’apporter dans le milieu de culture. Il faut toutefois noter que cet ajout 

n’est pas réalisé dans la plupart des études publiées. La carnitine peut alors être transportée à travers la membrane 

plasmique grâce à la protéine Agp2p, qui y est incorporée (Franken et al., 2008 ; van Roermund et al., 1999 ; 

Swiegers et al., 2001). Le gène AGP2 est induit par l’acide oléique via l’ORE et le glycérol, mais inhibé par le 

glucose, la D-carnitine et l’acétyl-carnitine (van Roermund et al., 1999). 

La délétion de CAT2 ne montre aucune diminution de la croissance sur acide oléique. Il existe donc un 

transport alternatif vers les peroxysomes capable de suppléer la CAT en cas de défaillance (van Roermund et al., 

1995). Il est également important de noter qu’aucun gène codant pour la carnitine-acétyl transférase ne semble 

absolument essentiel au fonctionnement peroxysomal du système CAT. Des mutants CIT2 ont en effet réussi à 

croître en l’absence d’un seul de ces gènes (CAT2, YAT1, YAT2), quel qu’il soit (Swiegers et al., 2001). 

1132. Le système du cycle du glyoxylate 

La croissance aérobie sur glucose et substrats non fermentescibles d’un mutant CIT1, incapable de 

transformer l’oxaloacétate en citrate dans la mitochondrie, est fortement altérée (Przybyla-Zawislak et al., 1999). 

L’équipe de Kispal (1988) a montré que cette délétion n’affectait pas l’activité des enzymes du cycle de Krebs, 

mais altèrait celle de la pyruvate déshydrogénase et de l’-céto-glutarate déshydrogénase. Le transport résiduel 
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de l’acétyl-coA serait alors assuré par le système du cycle du glyoxylate grâce à la Cit3p, forme mitochondriale 

mineure de la citrate synthase (Jia et al., 1997). La surexpression du gène CIT2 permet cependant de restaurer la 

croissance sur acétate (Kispal et al., 1988). 

Ce gène CIT2 code pour une citrate synthase initialement considérée comme extra-mitochondriale 

(Rickey & Lewin, 1986). Plus précisément, cette enzyme serait localisée au niveau des peroxysomes (Lewin et 

al., 1990). Cependant, certaines études la placent également dans le cytosol (Kispal et al., 1988) ou encore 

potentiellement dans la mitochondrie (Lee et al., 2006). Cit2p est impliquée dans le cycle du glyoxylate 

peroxysomal et considérée comme une enzyme caractéristique de ce cycle. En outre, elle est surexprimée en 

présence d’acide acétique (Kawahata et al., 2006). 

L’expression de CIT2 est soumise à des phénomènes de régulation. Il est induit par l’acide oléique via le 

site ORE (Chelstowska & Butow, 1995). Par ailleurs, il est le seul gène du cycle peroxysomal du glyoxylate dont 

l’expression soit soumise à la régulation mitochondriale rétrograde RTG2 (Liu & Butow, 2006). ICL1, MDH3 et 

MLS1 n’y sont pas sujets. CIT2 est également surexprimé 30 fois chez les cellules montrant une déficience 

respiratoire (cellules ρ-), les gènes des voies anaplérotiques étant induits (Liao et al., 1991). Ceci permet aux 

cellules -, dont les mitochondries sont atrophiées, de synthétiser des intermédiaires du cycle des acides 

tricarboxyliques et du cycle du glyoxylate (citrate, malate, succinate). Sur milieu riche, la surexpression du gène 

RTG2 a permis de diminuer la production des acides acétique et citrique chez S. cerevisiae. En revanche, sa 

suppression a eu un effet inverse sur ces acides, mais permis de diminuer la production d’acide succinique 

(Yoshida & Yokoyama, 2012). En outre, Wiebe et coll. (2008) ont rapporté une augmentation d’ARN messager 

correspondant à ce gène avec l’augmentation de l’apport en dioxygène, en culture continue limitée en glucose 

(anaérobiose, micro-aérobiose, aérobiose). 

Des études utilisant un mutant CIT2 ont montré que cette voie de transport de l’acétyl-coA n’est pas 

essentielle lors d’une croissance sur glucose en présence d’un système CAT fonctionnel et de carnitine, mais l’est 

sur des substrats tels que l’acide oléique, l’acide acétique, l’éthanol ou le glycérol. Chez ce mutant, les 

peroxysomes synthétisés sont instables (Lewin et al., 1990 ; Swiegers et al., 2001). Un mutant présentant une 

double délétion de CIT2 et de l’un des quatre gènes du système CAT se développe normalement sur glucose, mais 

est incapable de croître sur acide oléique. Le système CAT et le cycle du glyoxylate sont donc nécessaires à la 

croissance sur acide oléique, mais peuvent se compléter (van Roermund et al., 1995 ; Swiegers et al., 2001). 

Une fois l’acétyl-coA transféré dans le cytosol sous forme d’intermédiaires du cycle du glyoxylate, 

ceux-ci peuvent être transportés dans la matrice mitochondriale via plusieurs transporteurs (Figure 4) (Palmieri 

et al., 2006). L’acide citrique peut ainsi traverser la membrane mitochondriale grâce à deux transporteurs : Ct1p 

et Yhm2p. Ce dernier, qui échange un citrate contre un -cétoglutarate, est considéré par certains auteurs 

comme une navette NADPH (Castegna et al., 2010 ; Kaplan et al., 1994 ; Ma et al., 2007). L’acide succinique 

peut quant à lui atteindre la matrice mitochondriale grâce à deux transporteurs : Dic1p et Sfc1p (anciennement 
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nommé Acr1p). Le premier, essentiel pour la croissance sur éthanol et acide acétique, échange un succinate 

contre un proton et un phosphate, alors que le second échange un succinate contre un fumarate (Bojunga et al., 

1998 ; Palmieri et al., 1997 ; Palmieri et al., 1999a). Enfin, l’acide malique peut être transporté dans la 

mitochondrie par les isoformes Odc1p et Odc2p, en échange d’un -cétoglutarate (Palmieri et al., 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4 : Transport du pyruvate et de l’acétyl-coA vers la mitochondrie chez Saccharomyces cerevisiae. 
Le système PDH regroupe les gènes PDA1, PDB1, LAT1, LPD1, PDX1. 
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1133. Le système de l’-isopropylmalate synthase 

Enfin, le gène LEU4 code pour l’-isopropylmalate synthase cytosolique qui catalyse la première réaction 

de la synthèse de leucine, condensant l’-céto-isovalérate et l’acétyl-coA en -isopropylmalate (Huh et al., 

2003). Son activité est réduite de 80 % chez un mutant LEU4. En l’absence de leucine, ce microorganisme est 

capable de croître normalement sur glucose, grâce à l’-isopropylmalate synthase II, codée par le gène LEU9 et 

située dans la matrice mitochondriale. Mais sa croissance sur substrats non fermentescibles est réduite en 

l’absence de leucine (Casalone et al., 2000). 

Un mutant LEU9 présente quant à lui une réduction de l’activité -isopropylmalate synthase de 20 %. 

Mais sa croissance n’est perturbée ni sur glucose, ni sur substrats non fermentescibles, en présence ou en 

l’absence de leucine. Enfin, un mutant LEU4,9 est incapable de croître en l’absence de leucine, quelque soit le 

substrat, ne présentant aucune activité -isopropylmalate synthase (Casalone et al., 2000). 

Enfin, le gène LEU5 semblerait être impliqué dans le transport de l’-isopropylmalate à travers la 

membrane mitochondriale. Initialement considérée comme un isoforme mineur de l’-isopropylmalate synthase, 

Leu5p serait en fait une protéine correspondant à un transporteur mitochondrial. Un mutant LEU5 présente une 

croissance réduite sur des substrats non fermentescibles et une diminution d’un facteur 15 de la quantité 

d’acétyl-coA mitochondrial. Un mutant LEU5LEU9 est lui auxotrophe pour la leucine. 

Son action n’est cependant pas essentielle à la synthèse de leucine, impliquant un autre moyen de 

transport de l’-isopropylmalate (Drain & Schimmel, 1986 ; El Moualij et al., 1997 ; Prohl et al., 2001). 
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12. ROLES DES ALCOOLS DANS LE METABOLISME 

121. L’ETHANOL, PRODUIT MAJEUR DU METABOLISME OXYDO-REDUCTIF 

1211. Implication dans la balance oxydo-reductive cytosolique 

Chez S. cerevisiae, l’éthanol est de loin le coproduit le plus important et le plus étudié. Il est synthétisé 

dans le cytosol à partir d’acétaldéhyde, grâce à l’action de l’alcool déshydrogénase. A l’origine codée par un gène 

unique, ADHA, il y a environ 80 millions d’années, cette enzyme l’est maintenant par trois gènes distincts 

(Leskovac et al., 2002 ; Thomson et al., 2005). Adh1p et Adh2p sont cytosoliques. La première est utilisée pour 

la production (Km élevé) et la seconde, dont le gène est réprimé par le glucose, pour la consommation d’éthanol 

(Km faible) (Leskovac et al., 2002 ; Piskur et al., 2006 ; Wills, 1979). Adh3p est quant à elle située dans la 

mitochondrie, et impliquée dans un système de navette mitochondriale (Young & Pillgrim, 1985). 

La réaction biochimique catalysée par ces différents isoformes utilise des cofacteurs NADH. Quel que 

soit le compartiment cellulaire, la synthèse d’éthanol à partir d’acétaldéhyde permet ainsi de réoxyder le NADH, 

et la réaction inverse de régénérer le pool de NADH. Lors des métabolismes fermentaire et oxydo-réductif, la 

synthèse d’éthanol permet ainsi à la cellule de réoxyder le NADH issu de l’anabolisme et de la glycolyse. 

1212. Le stress éthanol 

Mais, par l’action de divers mécanismes encore mal compris, l’éthanol est inhibiteur de la propre activité 

fermentaire de la cellule (Figure 5) (Ghose & Tyagi, 1979 ; de Mot et al., 1985 ; Novak et al., 1981). En effet, il 

inhibe de manière non compétitive l’entrée du glucose et de l’ammoniaque chez S. cerevisiae (Leão & van Uden, 

1985 ; Leāo & van Uden, 1982). Il inhibe également l’activité de plusieurs enzymes clefs du métabolisme central 

du carbone, comme la pyruvate décarboxylase, l’hexokinase et l’alcool déshydrogénase (Millar et al., 1982 ; 

Navarro & Durand, 1978). 

Cet alcool fait également chuter la viabilité cellulaire à de hautes concentrations dans le milieu de culture 

(Alfenore et al., 2002 ; Alfenore et al., 2004 ; Pagliardini, 2010). Il semble ainsi augmenter la perméabilité et la 

fluidité de la membrane plasmique (Alexandre et al., 1994 ; del Castillo Agudo, 1992 ; Leāo & van Uden, 1982 ; 

Swan & Watson, 1997). Ce phénomène serait imputable à une évolution de la composition de la membrane 

plasmique, et plus précisément à une diminution des ratios stérols / phospholipides et stérols / protéines et une 

augmentation des insaturations des phospholipides, nécessitant donc l’oxydation de NADPH (Alexandre et al., 

1994). La cellule serait ainsi capable d’améliorer sa résistance au stress éthanol en augmentant la proportion 

d’ergostérol et d’acides gras insaturés dans la membrane plasmique, tout en forçant la synthèse de phospholipides. 

Il faut également noter que l’éthanol joue sur l’expression de nombreux gènes impliqués dans la réponse à 

différents stress (Alexandre et al., 2001 ; Piper et al., 1994 ; Sales et al., 2000) 
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Figure 5 : Mécanismes imputés au stress éthanol dans la littérature. 

 

Enfin, l’équilibre des concentrations intra et extracellulaires pourrait provoquer une accumulation de 

l’éthanol dans la cellule. Un stress hydrique serait ainsi induit par une augmentation de la concentration 

intracellulaire en éthanol, impliquant une altération des liaisons hydrogènes (Hallsworth, 1998). Cependant, ce 

phénomène d’accumulation est très controversé dans la littérature. Différentes études rapportent effectivement 

une concentration intracellulaire en éthanol supérieure, inférieure, ou encore égale à celle du milieu 

extracellulaire (Dasari et al., 1983 ; Dombek & Ingram, 1986 ; Guijarro & Lagunas, 1984 ; Nagodawithana, TW 

Steinkraus, 1976 ; Navarro & Durand, 1978). 

Ghose & Tyagi (1979) ont défini les concentrations critiques en éthanol Pm, à laquelle la croissance est 

nulle, et Pm’, à laquelle la production d’éthanol est également nulle, d’une valeur respective de 87 et 114 g L-1. 

Cependant, la sélection et l’adaptation de souches et l’utilisation de procédés innovants ont permis d’atteindre des 

concentrations finales plus élevées (Alfenore et al., 2002 ; Ben Chaabane et al., 2006 ; Pagliardini, 2010 ; Thomas 

& Ingledew, 1992). De plus, il est possible d’améliorer la tolérance à l’éthanol des microorganismes par l’apport 

maîtrisé de certaines molécules comme les vitamines (Alfenore et al., 2002). Vriesekoop et Pamment (2005) ont 

quant à eux réussi à diminuer la phase de latence due à l’éthanol de 90 %, en ajoutant de l’acétaldéhyde et en 

cultivant préalablement les cellules en présence de 10 grammes d’éthanol par litre. Ceci s’expliquerait par une 

régénération du pool de NADH grâce à la consommation d’acétaldéhyde, ainsi qu’à une vitesse de consommation 

de glucose moins affectée (Vriesekoop et al., 2007). 

Outre une production d’énergie neutre d’un point de vue oxydo-réductif, plusieurs hypothèses ont été 

formulées pour expliquer l’objectif et l’utilité de la synthèse d’une telle molécule. L’éthanol serait ainsi produit 
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afin d’inhiber ou tuer les microorganismes compétiteurs de S. cerevisiae, puis reconsommé lorsque les autres 

sources de carbone sont épuisées (Piskur et al., 2006). 

 

122. LE DOUBLE ROLE DU GLYCEROL DANS LE METABOLISME OXYDO-REDUCTIF 

Le glycérol est un polyol produit à des taux beaucoup plus faibles que l’éthanol lors des métabolismes 

fermentaire et oxydo-réductif. Toutefois, il joue plusieurs rôles essentiels au bon fonctionnement du métabolisme 

de S. cerevisiae. Il est synthétisé dans le cytosol à partir de dihydroxyacétone phosphate (DHAP). Cette molécule 

est d’abord réduite en glycérol-3-P grâce à la glycérol-3-P déshydrogénase, codée par les gènes GPD1 et GPD2. 

Puis ce métabolite est transformé en glycérol par la glycérol-3-phosphatase. 

1221. Implication dans la balance oxydo-reductive cytosolique 

Comme pour l’éthanol, la synthèse de glycérol présente une fonction importante dans le maintien de 

l’équilibre oxydo-réductif de la cellule. En effet, la synthèse de glycérol-3-P à partir de dihydroxyacétone 

phosphate est couplée à la réoxydation de NADH. Cette réaction se plaçant en amont de la production de NADH 

par la glycolyse, elle permet de réoxyder deux moles de NADH par mole de glucose consommé. Cette voie est 

donc plus intéressante que la synthèse d’éthanol, neutre d’un point de vue oxydo-réductif, mais elle n’aboutie à 

aucune production d’énergie. En absence d’oxygène, la synthèse de glycérol est ainsi essentielle pour assurer la 

réoxydation du NADH provenant de l’anabolisme. 

Ce rôle dans la balance oxydo-réductive est principalement assuré par l’isoforme codé par le gène GPD2 

(Ansell et al., 1997). Il a en effet été montré que l’augmentation de l’activité de la glycérol-3-P déshydrogénase 

avec la croissance est principalement due à l’induction de GPD2, GPD1 ne jouant alors qu’un rôle mineur 

(Bjorkqvist et al., 1997). 

1222. Implication dans la réponse aux stress environnementaux 

Le second gène, GPD1, est quant à lui impliqué dans la réponse à plusieurs stress environnementaux 

(Albertyn et al., 1994 ; Larsson et al., 1993) mais pas GPD2 (Ansell et al., 1997). Son expression est en effet 

soumise à différentes régulations, comme les facteurs transcriptionnels Msn2/Msn4 ou la voie de signalisation 

HOG (High Osmolarity Glycerol Pathway) (Albertyn et al., 1994 ; Hohmann, 2002 ; Rep et al., 1999). 

Lorsque la concentration en solutés augmente dans le milieu extracellulaire, la pression de turgescence 

diminue. Afin de maintenir cette pression, essentielle pour l’activité microbienne, S. cerevisiae va, entre autre, 

réguler le transport plasma-membranaire de solutés tels que le glycérol (Luyten et al., 1995 ; Tamás et al., 1999). 

Elle est ainsi capable d’accumuler ce polyol dans son cytoplasme jusqu’à 600 fois la concentration extracellulaire 

en présence de NaCl à 0,9 M (Olz et al., 1993). Ceci permet en outre aux cellules de maintenir une activité de 

l’eau élevée nécessaire à l’activité cellulaire. 
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Cette accumulation de glycérol semble être la conséquence de plusieurs phénomènes. La composition de 

la membrane plasmique est modifiée lors d’une augmentation de la pression osmotique (Hohmann, 2002). Plus 

particulièrement, S. cerevisiae est capable de fermer les canaux plasma-membranaires Fps1p, des 

aquaglycéroporines responsables d’un transport facilité ou passif du glycérol (Luyten et al., 1995 ; Oliveira, 

2003 ; Tamás et al., 1999). De plus le gène STL1, codant pour un transporteur actif, est induit lors d’un stress 

osmotique (Ferreira et al., 2005). Il est toutefois réprimé par le glucose et Stl1p ne serait utilisé que lors de 

croissances sur oses non fermentescibles (Lages & Lucas, 1997). Enfin, une simple diffusion à travers la membrane 

plasmique est généralement admise, le glycérol étant liposoluble. Mais son importance serait très faible par 

rapport aux transporteurs (Oliveira, 2003). 

En parallèle d’une accumulation de glycérol, une augmentation de la pression osmotique induit une 

modification de la production énergétique. En effet, S. cerevisiae régule également la concentration intracellulaire 

des ions monovalents (H+, K+, Na+), impliqués dans la pression de turgescence, le potentiel membranaire et la 

force ionique (Darley et al., 2000 ; Kinclova-Zimmermannova et al., 2000 ; Serrano, 1980). Or le transport de 

ces ions est généralement couplé à la consommation d’ATP (Gustafsson & Larsson, 1990 ; Norkrans & Kylin, 

1969 ; Watson, 1970). 

Le synthèse de glycérol répond également à des stress thermiques, augmentant sous la contrainte de 

températures supérieures à 36 °C (Aldiguier et al., 2004 ; Siderius et al., 2000). Ce polyol permettrait ainsi de 

protéger le pool protéique en stabilisant et renaturant ces molécules (Zancan & Sola-Penna, 2005). 

1223. Impact de la modulation de la synthèse de glycérol 

Plusieurs équipes ont étudié la modulation de la synthèse de glycérol par deux approches distinctes : le 

génie microbiologique et le génie métabolique. 

La gestion de la température a ainsi permis d’augmenter la synthèse de glycérol à partir d’une 

température comprise entre 36 et 39 °C (Aldiguier et al., 2004). Toutefois, ce phénomène était accompagné 

d’une chute des rendements en éthanol et en biomasse. Alfenore et al. (2004) ont également montré 

l’importance de la disponibilité en oxygène pour la cellule. Par rapport à une aération complète (pO2 > 20 %), 

une stratégie de micro-aération a provoqué une hausse du rendement en glycérol, au détriment de celui en 

éthanol. La composition du milieu de culture a également un impact sur la production de glycérol. Celle-ci est en 

effet diminuée lorsque l’apport azoté est assuré par des acides aminés plutôt que par l’ion ammonium (Albers et 

al., 1996). En conséquence, le rendement en éthanol et le taux de croissance maximal ont été améliorés. Enfin, 

l’utilisation de modèles prédictifs a pu permettre de moduler la synthèse de glycérol par la maîtrise des 

paramètres de culture. De cette manière, le maintien d’un quotient respiratoire à une valeur de 6 a permis de 

diminuer la concentration finale en glycérol de 3,2 à 1,7 g L-1, au détriment de la concentration finale en éthanol 

et de son rendement de production (Bideaux et al., 2006). 
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µ m ax Y Glycérol/ Glucose Y Ethanol/ Glucose Y Acétate / Glucose

h-1 mg g-1 g g-1 mg g-1

TN1 ! GPD1 0,41 ! 0,38 24 ! 8 0,34 ! 0,35 9 ! 23
Non 

renseigné
Nissen et  al. , 2000a

TN1 ! GPD2 0,41 ! 0,38 24 ! 8 0,34 ! 0,36 9 ! 17
Non 

renseigné
Nissen et  al. , 2000a

TN1 ! GPD1  /  ! GPD2 0,41 ! 0,41
24 ! non 

détecté
0,34 ! 0,39 9 ! 16

Non 

renseigné
Nissen et  al. , 2000a

CEN.PK 113-7D
GPD1 p! ::TEFm ut 2 p /  

! GPD2
0,35 ! 0,24 13 ! 1,6 0,43 ! 0,45 17 ! 15 Non affectée Pagliardini, 2010

TN1 ! GPD1 0,41 ! 0,38 105 ! 98 0,38 ! 0,39 4 ! 4
Non 

renseigné
Nissen et  al. , 2000a

TN1 ! GPD2 0,41 ! 0,008 105 ! 73 0,38 ! 0,36 4 ! 5
Non 

renseigné
Nissen et  al. , 2000a

TN1 ! GPD1  /  ! GPD2
Pas de 

croissance
- - - - Nissen et  al. , 2000a

V5 ! GPD1
Non 

déterminé
80 ! 30 0,47 ! 0,049

Non  

déterminé

Non 

renseigné
Michnick et  al. , 1997

CEN.PK 113-7D
GPD1 p! ::TEFm ut 2 p /  

! GPD2
0,30 ! 0,046 56 ! 22 0,47 ! 0,48

5 ! non 

détecté
Réduite Pagliardini, 2010
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D’autres études présentent une approche différente, par génie métabolique. Un premier groupe de 

travaux a consisté à utiliser des mutants présentant une simple ou double suppression des gènes GPD1 et GPD2 

(Tableau 1) (Michnick et al., 1997 ; Nissen et al., 2000a). De manière générale, cette stratégie a permis de 

diminuer le rendement en glycérol en augmentant celui en éthanol. En anaérobiose, un double mutant est 

cependant incapable de croître et un simple mutant GPD2 présente une croissance très affectée. Il faut noter 

que la production des acides organiques a également été modulée par ces jeux de délétions. Une augmentation du 

rendement en acide succinique a été observée en anaérobiose chez le mutant GPD2. Une augmentation des 

rendements en acides acétique et pyruvique a également été observée chez les trois mutants mais uniquement en 

aérobiose (Nissen et al., 2000a). 

 

Tableau 1 : Principaux résultats de la modulation de la synthèse de glycérol. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Une seconde stratégie a consisté à considérer l’équilibre oxydo-réductif global de la cellule, en prenant 

en compte les cofacteurs NADH et NADPH (Bro et al., 2006). L’insertion d’une transhydrogénase hétérologue 

chez S. cerevisiae, naturellement dépourvue de cette enzyme, n’a pas permis de réduire la production de glycérol 

(Bruinenberg et al., 1983 ; Nissen et al., 2001). Au contraire, cette enzyme a transféré le pouvoir réducteur du 

NADPH vers le NAD+, entraînant une augmentation de la synthèse de glycérol et une altération de la croissance. 

L’assimilation de l’ammonium a également été étudiée (Nissen et al., 2000b). La suppression du gène 

GDH1, codant pour une glutamate déshydrogénase NADPH dépendante, a permis de diminuer le rendement en 

glycérol, tout en augmentant celui en éthanol sans réduire le rendement en biomasse de manière drastique. Le 

couplage de cette suppression à la surexpression des gènes GLN1 et GLT1, codant respectivement pour une 

glutamine synthase et une glutamate synthase, mène à des observations similaires. D’autres études ont mis en 

culture des mutants présentant une surexpression de GLT1 couplée à différentes combinaisons de suppression des 

gènes GPD1, GPD2 et FPS1, codant pour le transporteur membranaire du glycérol (Cao et al., 2007 ; Kong et al., 
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2006 ; Kong et al., 2007a ; Kong et al., 2007b). L’utilisation de milieux de cultures riches ne permet cependant 

pas d’en tirer des conclusions sur le réarrangement du métabolisme. 

En outre, la synthèse de protéines hétérologues chez S. cerevisiae a conduit à des résultats positifs. 

L’expression in vivo d’un gène de Streptococcus mutans codant pour une enzyme catalysant l’oxydation de 

glycéraldéhyde-3-P en 3-phosphoglycérate en régénérant du NADPH a permis de valider des résultats obtenus in 

silico (Boyd et al., 1995 ; Bro et al., 2006). L’insertion de cette réaction, permettant de shunter la réaction 

productrice de NADH dans la glycolyse, a ainsi provoqué une chute importante de la production de glycérol, sans 

toutefois améliorer le rendement en éthanol produit. Une augmentation de 13 % de celui-ci a été rapportée par 

l’insertion du gène bactérien mhpF, codant pour une acétaldéhyde déshydrogénase NAD+ dépendante, chez un 

mutant présentant une double délétion des gènes GPD1 et GPD2, restaurant ainsi la croissance en anaérobiose 

(Guadalupe Medina et al., 2010). 

Enfin, une approche originale par génie métabolique s’est intéressée à une suppression de GPD2, couplée 

à une régulation fine du gène GPD1 (Tableau 1). L’utilisation de promoteurs mutés, issus du promoteur TEF 

d’Ashbya gossypii, a ainsi permis de diminuer la production de glycérol au profit du rendement en éthanol (Alper et 

al., 2005 ; Pagliardini, 2010 ; Steiner & Philippsen, 1994). En anaérobiose, ces mutants présentaient cependant 

une tolérance plus faible à l’éthanol, couplée à une excrétion nulle des acides acétique et pyruvique et augmentée 

pour l’acide succinique. Le taux de croissance maximal était également diminué, quelque soit le métabolisme 

vis-à-vis de l’oxygène. 

 

123. LE TRANSFERT DU POUVOIR REDUCTEUR VERS LA MITOCHONDRIE 

La membrane mitochondriale interne est imperméable au NAD+ et au NADH (Geertman et al., 2006 ; 

von Jagow, 1970). Or l’anabolisme conduit à une régénération de NADH dans les différents compartiments 

cellulaires. Les cellules ont donc besoin de transporter le pouvoir réducteur d’un compartiment à l’autre. Chez 

S. cerevisiae, il existe plusieurs systèmes de navettes entre le cytosol et la mitochondrie. Les plus importants sont 

les navettes à alcool et la déshydrogénase mitochondriale. D’autres systèmes sont présents sous forme de navettes 

à acides, présentant cependant un rôle mineur : malate / aspartate, malate / oxaloacétate, malate / pyruvate et 

glutamate / -cétoglutarate (Overkamp et al., 2000). 

1231. La navette éthanol 

La navette éthanol transfère le pouvoir réducteur de la mitochondrie vers le cytosol (Bakker et al., 

2000 ; Overkamp et al., 2000). Elle est ainsi particulièrement utile en métabolisme anaérobie, puisqu’elle permet 

de palier l’inactivité de la chaîne respiratoire. Pour assurer ce transfert, l’acétaldéhyde est d’abord dirigée vers la 

matrice mitochondriale, pour y être réduite en éthanol par l’alcool déshydrogénase Ald3p. Puis cet alcool est 

renvoyé vers le cytosol, y transférant son pouvoir réducteur lors de sa reconversion en acétaldéhyde. Cette 
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navette est essentielle chez un mutant présentant une délétion du gène NDI1, codant pour la déshydrogénase 

intra-mitochondriale transférant le pouvoir réducteur à la chaîne respiratoire (Bakker et al., 2000). 

1232. La navette glycérol 

La navette glycérol repose sur un principe similaire, mais semble fonctionner du cytosol vers la 

mitochondrie (Bakker et al., 2001 ; Vemuri et al., 2007). Le glycérol-3-P est ainsi transféré vers l’espace 

inter-membranaire de la mitochondrie, pour y être oxydé en dihydroxyacétone phosphate par la glycérol-3-P 

déshydrogénase mitochondriale, codée par le gène GUT2 (Rønnow & Kielland-Brandt, 1993). Cette réaction 

biochimique transfert le pouvoir réducteur au FAD, lui permettant d’atteindre la chaîne respiratoire (Larsson et 

al., 1998). Le DHAP est ensuite renvoyé vers le cytosol pour être réduit à nouveau en glycérol-3-P. 

Toutefois, cette navette serait réprimée en présence de fortes concentrations en glucose et à des taux de 

croissance élevés (Larsson et al., 1998 ; Pahlman et al., 2002 ; Rigoulet et al., 2004). Dans ces conditions, son 

rôle est considéré comme minime par rapport aux déshydrogénases mitochondriales Nde1p et Nde2p. Il faut 

noter que l’efficacité énergétique de ces navettes, caractérisée par le rapport P/O, serait liée à leur flux (Pahlman 

et al., 2002). La navette glycérol fournirait ainsi un rendement énergétique plus élevé. En revanche, son 

importance augmenterait avec la diminution du taux de croissance. La navette glycérol semble en outre nécessaire 

aux cellules afin de croître sur des substrats non fermentescibles (Grauslund & Rønnow, 2000). 

1232. Les déshydrogénases mitochondriales Nde1p et Nde2p 

Les enzymes Nde1p et Nde2p sont deux isoformes de la déshydrogénase mitochondriale, codés par les 

gènes NDE1 et NDE2 (Geertman et al., 2006 ; Luttik et al., 1998). Comme la navette glycérol, elles permettent 

de transférer le pouvoir réducteur cytosolique vers la chaîne respiratoire. Ces enzymes sont situées sur la face 

externe de la membrane mitochondriale interne (Luttik et al., 1998). Le NADH traverse donc la membrane 

mitochondriale externe, pour être réoxydé en NAD+ puis renvoyé vers le cytosol. Le pouvoir réducteur est alors 

directement envoyé vers la chaîne respiratoire. 
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Figure 6 : Les principaux systèmes de transport du pouvoir réducteur chez Saccharomyces cerevisiae : la navette éthanol, les déshydrogénases 
mitochondriales et la navette glycérol. D’après Overkamp et al., 2000. 
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13. ROLES DE LA SYNTHESE DES ACIDES ORGANIQUES 

Les acides organiques sont des coproduits inhérents aux métabolismes aérobies et anaérobie. Les 

principaux acides retrouvés dans le milieu extracellulaire lors d’une culture sur milieu défini sont l’acétate, le 

succinate, le pyruvate et, dans une moindre mesure et selon les souches, le malate, le fumarate et 

l’-cétoglutarate (Pagliardini, 2010 ; Verduyn et al., 1990). Toutefois, ils n’ont pas fait l’objet de suffisamment 

de travaux pour permettre d’identifier précisément leurs rôles biologiques et les mécanismes qui gouvernent leur 

synthèse. Celle-ci est en effet soumise à de nombreux mécanismes de régulation de l’expression génique (Yoshida 

& Yokoyama, 2012). 

 

131. L’ACIDE ACETIQUE ET LA CROISSANCE MICROBIENNE 

L’oxydation de l’acétaldéhyde en acide acétique est catalysée par cinq isoformes de l’acétaldéhyde 

déshydrogénase chez S. cerevisiae, codés par les gènes ALD2, ALD3, ALD4, ALD5 et ALD6 (Navarro-Aviño et al., 

1999). De par la place qu’il occupe dans le réseau métabolique, cet acide semble jouer plusieurs rôles essentiels 

pour l’activité microbienne. Il peut ainsi être considéré comme une source de carbone pour l’anabolisme et est 

relié à la balance oxydo-réductive de la cellule. En outre l’expression des 5 gènes est régulée de manière 

différente lors d’une culture anaérobie (Saint-Prix et al., 2004). Cette équipe a également démontré à l’aide d’un 

mutant ne montrant aucune activité Aldp que d’autres voies de synthèse existent, aujourd’hui non identifiées. La 

synthèse de cet acide est donc dépendante de mécanismes complexes encore mal compris. 

1311. Implication dans la balance oxydo-réductive 

Les cinq isoformes de l’acétaldéhyde déshydrogénase présentent des affinités différentes vis-à-vis des 

cofacteurs NAD+ et NADP+, ainsi que des ions activateurs (Figure 7). L’Ald5p, et plus particulièrement l’Ald6p, 

occupent une place prépondérante dans la production d’acide acétique en anaérobiose (Meaden et al., 1997 ; 

Saint-Prix et al., 2004). Ces enzymes sont NADP+ et respectivement Mg2+ et K+ dépendantes. Les isoformes 

Ald2p et Ald3p sont quant à eux NAD+ dépendants. Enfin, l’Ald4p est NAD(P)+ et K+ dépendante. En outre, le 

pool d’acétaldéhyde déshydrogénase est localisé dans différents compartiments cellulaires. Ald2p, Ald3p et Ald6p 

sont en effet cytosoliques, alors qu’Ald4p et Ald5p sont mitochondriales (Navarro-Aviño et al., 1999). 

Les réactions permettant la formation de NADPH sont essentielles pour assurer la croissance cellulaire. 

Elles permettent en effet de rétablir le ratio NADPH / NADP+ diminué par l’anabolisme. Il existe plusieurs 

sources de la forme réduite de ce cofacteur chez S. cerevisiae, variant avec la source de carbone (Minard & 

McAlister-Henn, 2005). Sur glucose, la majorité de la régénération du pool cytosolique est assurée par l’Ald6p et 

la voie des pentose-phosphates, via l’action de la glucose-6-P déshydrogénase et la 6-P-gluconate déshydrogénase 
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(Grabowska & Chelstowska, 2003 ; Minard & McAlister-Henn, 2005). Deux autres sources mineures sont 

l’activité de l’aconitase Aco1p et de l’isocitrate déshydrogénase Idp2p. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7 : Places et réactions des différents isoformes de l’acétaldéhyde déshydrogénase. 

 

Au niveau mitochondrial, la régénération du NADPH serait principalement assurée par Pos5p, une 

NADH kinase. L’Adl4p serait également un acteur important, capable de prendre en partie le relais de la kinase. 

Cet isoforme pourrait ainsi être nécessaire à la croissance en condition de faible disponibilité en ATP (Miyagi et 

al., 2009 ; Outten & Culotta, 2003). L’enzyme malique Mae1p et l’isocitrate déshydrogénase Idp1p ne 

présentent quant à elles qu’un rôle mineur. 

Un système de navette mitochondriale pour le transfert de NADPH a également été récemment rapporté 

(Castegna et al., 2010). L’acide citrique est ainsi transporté en échange d’-cétoglutarate. L’action des aconitases 

et des isocitrate déshydrogénases permettrait ensuite le transfert du pouvoir réducteur (Figure 8). 

En sus du NADPH, la synthèse d’acide acétique est également fortement reliée à l’équilibre du ratio 

NAD+ / NADH. En effet, les travaux portant sur la diminution du glycérol rapportent généralement une 

modulation de l’excrétion de cet acide organique (Tableau 1) (Nissen et al., 2000a ; Pagliardini, 2010). 

Cependant, les travaux de Nissen et al. ont rapporté une augmentation en aérobiose, alors que Pagliardini et al. 

n’ont pas observé de différence. En anaérobiose, cette équipe a par contre rapporté un arrêt total de l’excrétion 

d’acide acétique, alors que Nissen et al. n’ont observé aucune différence. En outre, le lien entre la production de 

ces deux molécules est dépendant des souches utilisées (Cambon et al., 2006). Bien que les synthèses de glycérol 
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et d’acide acétique soient intimement liées par l’intermédiaire de la balance oxydo-réductrice, cette relation 

semble plus complexe qu’un simple transfert du pouvoir réducteur. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8 : Le systèmes de transport du NADPH chez Saccharomyces cerevisiae proposé par Castegna et al., 2010. 

 

La synthèse d’acide acétique par les Aldp est ainsi de facto couplée à la régénération de cofacteurs réduits 

NADH et NADPH, à la fois dans la mitochondrie et dans le cytosol. Les mécanismes régulant ce pool 

enzymatique sont cependant peu investis dans la littérature. Ils demeurent donc encore largement incertains. 

1312. L’acide acétique et l’acétyl-coA chez S. cerevisiae 

La synthèse d’acétyl-coA est une réaction essentielle dans le métabolisme général de S. cerevisiae. Cette 

molécule est en effet le précurseur de nombreuses voies anaboliques cytosoliques ou mitochondriales, comme la 

lipogenèse ou encore la synthèse de protéines, et est en conséquence nécessaire dans les différents compartiments 

cellulaires. Il a été mis en évidence que l’acide acétique est une source importante d’acétyl-coA. 

Or l’acide acétique peut être transformé en acétyl-coA par l’intermédiaire des acétyl-coA synthases. Ces 

enzymes sont codées par les gènes ACS1 et ACS2, et seraient localisées respectivement dans les peroxysomes et le 

cytosol. L’Acs2p est l’isoforme essentiel pour la croissance sur glucose (van den Berg & Steensma, 1995 ; de 

Jong-Gubbels et al., 1998 ; Stanley et al., 2010). 

La consommation d’acide acétique exogène marqué a permis de confirmer, dans les conditions d’étude, 

l’envoi de l’acide acétique vers l’ensemble de l’anabolisme. Gilvarg & Bloch (1951) ont d’abord rapporté qu’il est 

précurseur de nombreux constituants des protéines, puisqu’il est dirigé vers la synthèse de nombreux acides 

aminés, formant notamment le squelette carboné de la lysine. Or 1 gramme de protéines en contient 0,72 mmol, 
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soit près de 10 % (m/m) (Flikweert et al., 1999). Il ne semble cependant pas utile à la synthèse de la 

phénylalanine, de la tyrosine et de la glycine (Gilvarg & Bloch, 1951). 

D’autres travaux ont également rapporté une implication de cette molécule dans la synthèse de lipides, 

de tréhalose, et d’acides aminés ainsi que l’existence d’un cycle d’échange de carbone entre le cycle des acides 

tricarboxyliques et la formation de glutamate (Dickinson et al., 1983 ; den Hollander et al., 1981 ; dos Santos et 

al., 2003). Lors d’une culture continue en co-substrats glucose plus acide acétique, la majorité de l’acétyl-coA 

provenant de cet acide étant toutefois envoyé vers l’anabolisme cytosolique (dos Santos et al., 2003). 

Plusieurs études, supprimant un ou plusieurs gènes codant pour les Aldp ou la pyruvate décarboxylase, 

ont en outre démontré l’importance de la synthèse d’acide acétique pour la croissance cellulaire (Cambon et al., 

2006 ; Eglinton et al., 2002 ; Flikweert et al., 1996 ; Meaden et al., 1997 ; Remize et al., 2000 ; Saint-Prix et al., 

2004). 

1313. Implication dans la réponse aux stress environnementaux 

Les stress environnementaux ont également un impact sur la synthèse d’acide acétique. Plusieurs équipes 

rapportent en effet un rôle dans la réponse aux stress oxydatif, thermique, osmotique et de carence en glucose. 

Les gènes ALD2 et ALD3 sont ainsi soumis à Msn2 et Msn4, des facteurs de transcription impliqués dans la 

réponse globale aux stress. Il ne sont en revanche pas soumis au signal HOG (Navarro-Aviño et al., 1999). Ald2p 

est ainsi plus active lors d’un stress osmotique et en situation de carence de glucose. L’Ald3p répond de la même 

manière à ces stress, ainsi qu’à des chocs de température et des environnements fortement oxydés. Ils joueraient 

ainsi un rôle important dans l’équilibre rédox des cellules soumises à des stress de cette nature (Akhtar et al., 

1997 ; Blomberg & Adler, 1989 ; Norbeck & Blomberg, 1997 ; Norbeck & Blomberg, 2000). A noter que ces 

deux enzymes seraient alors également impliquées dans la synthèse de coenzyme A (White et al., 2003). 

La synthèse d’acide acétique est également liée à la réponse au stress oxydatif de manière indirecte. En 

effet, les réactions biochimiques permettant de neutraliser les dérivés réactifs de l’oxygène (DRO) nécessitent, 

pour beaucoup, du NADPH (Larochelle et al., 2006 ; Minard & McAlister-Henn, 2001 ; Ng et al., 2008). Dans la 

mitochondrie, le NADPH serait principalement fournit par Pos5p, une kinase. En l’absence ce cette enzyme, 

l’Ald4p serait capable de prendre le relais de la régénération du NADPH mitochondrial, permettant d’assurer le 

traitement des DRO (Miyagi et al., 2009 ; Outten & Culotta, 2003). Cet isoforme semble également être 

impliqué dans la réponse au stress éthanol, tout comme Ald5p. ALD4 et ALD5 sont en effet surexprimés dans ces 

conditions (Chandler et al., 2004). 

Enfin, il faut noter qu’une plus faible disponibilité de NADPH peut provoquer une altération des 

structures tertiaires et quaternaires des protéines en modulant les ponts disulfures (Minard et al., 2007). 
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1314. Impact de la modulation de la synthèse d’acide acétique 

La production biologique d’acétate résulte d’un système complexe de réactions enzymatiques, réparties 

dans les différents compartiments cellulaires. Ceci rend donc difficile la maîtrise du métabolisme dans le but de 

moduler la synthèse de cet acide. Bien qu’ils soient moins nombreux que pour le glycérol, plusieurs travaux ont 

porté sur ce sujet et plus particulièrement sur sa diminution. Ainsi une première hypothèse pour expliquer 

l’excrétion de cet acide consistait à penser que la réaction gérée par les acétyl-coA synthases Acs1p et Acs2p était 

limitante, bloquant le flux de carbone au niveau de l’acide acétique ainsi excrété (Postma et al., 1989). 

Cependant, la surexpression des gènes ACS1 et ACS2 n’a pas permis de diminuer cette excrétion suite à un pulse 

de glucose en culture continue, bien que l’activité spécifique correspondante ait été multipliée de trois à six fois 

(de Jong-Gubbels et al., 1998). 

D’autres équipes se sont intéressées à la suppression d’un ou plusieurs isoformes de l’acétaldéhyde 

déshydrogénase, afin de comprendre l’implication de chacun dans la synthèse d’acide acétique. Certains des 

mutants étudiés ont ainsi montré une altération de la croissance et peu de modifications de la production 

d’éthanol. 

Les mutants ALD4, ALD5, ALD6 et ALD5,6 présentaient une croissance normale en anaérobiose 

(Cambon et al., 2006 ; Eglinton et al., 2002 ; Remize et al., 2000 ; Saint-Prix et al., 2004). En revanche, un 

mutant ALD4ALD6 croît moins vite que la souche sauvage, et le mutant ALD4,5,6 encore moins vite. Les 

isoformes Ald4p et Ald6p sont donc essentiels mais peuvent se relayer l’un, l’autre. L’Ald5p prend également 

part au métabolisme fermentaire mais dans une moindre mesure. Le rôle de cet isoforme n’est donc pas limité à la 

maintenance de la chaîne respiratoire (Kurita & Nishida, 1999). Par contre, Ald2p et Ald3p ne semblent pas avoir 

de rôle essentiel dans ces conditions. Les mutants ALD2,3,4,5,6 et ALD4,5,6 présentent en effet le même profil 

de croissance (Saint-Prix et al., 2004). 

 Toutefois, il faut noter qu’une diminution du taux de croissance maximal d’un mutant ALD6 a été 

observé en aérobiose (Meaden et al., 1997 ; Navarro-Aviño et al., 1999). Il semble donc que l’importance de cet 

isoforme et, par extension hypothétique, de l’ensemble des Aldp soit relative au métabolisme des cellules vis-à-vis 

de l’oxygène. 

En revanche, la modulation de la synthèse d’acide acétique ne semble pas impacter la production 

d’éthanol. La culture du mutant ALD6 n’a ainsi pas permis d’améliorer le rendement en éthanol ni son titre final 

lors de cultures discontinues en anaérobiose (Cambon et al., 2006 ; Eglinton et al., 2002). Par contre, aucune 

donnée n’est disponible en ce qui concerne les performances de production d’éthanol de tels mutants en 

aérobiose. 

D’autres travaux ont permis de limiter la production d’acide acétique en agissant de manière indirecte. 

L’expression du gène GLT1, codant pour une glutamate synthase utilisant l’-céto-glutarate, dans un mutant 
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FPS1 a permis d’atteindre un titre final en éthanol plus haut de 14 %, à123 g L-1. En parallèle, les titres en 

glycérol et en acétate étaient réduits de 30 et 78 %, respectivement, à 4,8 et 0,35 g L-1. Ce mutant ne présentait 

pas d’inhibition de sa croissance (Kong et al., 2006).  

En outre, plusieurs équipes ont inséré des gènes codant pour des NADH oxidases hétérologues 

mitochondriales ou cytoplasmiques. Le ratio NADH / NAD+ étant diminué jusqu’à 6 fois, ceci a provoqué une 

augmentation de la production d’acétate, en présence ou en l’absence d’oxygène, notamment due à la forme 

cytosolique (Heux et al., 2006 ; Hou et al., 2009 ; Vemuri et al., 2007). 

L’ingénierie évolutive a également permis à Cadière et al. (2011) d’obtenir un microorganisme envoyant 

un flux de glucose plus important vers le cycle des pentose-phosphates. Ceci a eu pour effet une diminution de 

l’excrétion d’acide acétique, en rapport avec l’équilibre NADP+ / NADPH de la cellule.  

Enfin, la délétion de nombreux gènes impliqués dans la régulation de l’activité métabolique a permis de 

moduler la synthèse des différents acides organiques. Cette étude illustre la complexité des mécanismes régissant 

ce phénomène. Il est intéressant de noter que la surexpression du gène RTG2 a provoqué une diminution de 

l’excrétion d’acides acétique et citrique. Sa suppression a provoqué un effet inverse, ainsi qu’une diminution de 

l’acide succinique (Yoshida & Yokoyama, 2012). Ce gène est impliqué dans la régulation rétrograde de l’activité 

mitochondriale sur l’expression des gènes nucléaires dont dépend, entre autres, le gène CIT2 (Liu & Butow, 

2006). Une étude portant sur la suppression des gènes MIG1 et MIG2, impliqués dans l’apparition de l’effet 

Crabtree, a également permis de diminuer la production d’acide acétique (Cao et al., 2011). 

 

132. LE ROLE MECONNU DES ACIDES SUCCINIQUE ET PYRUVIQUE 

Les mécanismes métaboliques engendrant l’excrétion des acides succinique et pyruvique sont très mal 

connus, comme leurs rôles potentiels. Ils sont cependant tous les deux impliqués dans l’anabolisme, puisqu’ils 

sont des précurseurs de la synthèse des acides aminés. 

1321. L’acide succinique et les cycles réactionnels 

La modulation de la production d’acide succinique est un sujet qui a été principalement traité chez les 

bactéries. Certains de ces microorganismes sont en effet naturellement producteurs de cet acide à haute dose. Les 

souches les plus productrices ont été isolés dans des environnements riches en dioxyde de carbone, comme le 

rumen des vaches (Song & Lee, 2006). Il faut noter que l’acide succinique peut être produit par fixation de CO2 

sur le pyruvate. 

Le cycle des acides tricarboxyliques sur glucose et celui du glyoxylate peroxysomal sur acide oléique sont 

les principales sources d’acide succinique chez S. cerevisiae. Il a ainsi été démontré par marquage moléculaire que 

cette molécule provenait en très grande partie du cycle des acides tricarboxyliques lors d’une culture discontinue 
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(Zelle et al., 2008). Ce cycle, qui semble effectivement être un cycle en aérobiose, fonctionnerait de manière 

branchée en anaérobiose (Atzpodien et al., 1968 ; Chapman & Bartley, 1968 ; Sols et al., 1971). Dans ces 

conditions, les gènes codant pour la succinate déshydrogénase et la succiny-coA synthase sont en effet réprimés 

(de Groot et al., 2007). Afin d’assurer les besoins anaboliques en acide succinique et de réoxyder le FADH, la 

fumarate réductase transforme alors l’acide fumarique en acide succinique (Camarasa et al., 2003 ; Camarasa et 

al., 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9 : Les deux types de fonctionnement du cycle des acides tricarboxyliques : cycle oxydatif ou branches oxydative et réductive. 

 

Plusieurs équipes ont étudié la synthèse d’acide succinique chez S. cerevisiae. L’insertion du transporteur 

malate SpMae1p de Saccharomyces pombe chez S. cerevisiae a montré une augmentation de l’excrétion d’acide 

succinique. Ce transporteur est connu pour transférer les deux acides (Zelle et al., 2008). 

Des résultats similaires ont été observés en supprimant parallèlement les gènes SDH1, SDH2, IDH1 et 

IDP1, codant respectivement pour la succinate déshydrogénase et les deux isoformes mitochondriaux de 

l’isocitrate déshydrogénase. Chez un tel mutant, le cycle des acides tricarboxyliques est littéralement coupé. Ceci 

a conduit à une augmentation de la production d’acide succinique d’un facteur 4,8. Cette étude a également 

montré que S. cerevisiae est capable d’éviter une accumulation intracellulaire importante de cet acide en 

l’exportant vers le milieu extracellulaire. Ce transport demeure cependant inconnu (Raab et al., 2010). 

En outre, une équipe a supprimé certains gènes du métabolisme mitochondrial chez des souches 

productrices de saké. La suppression des gènes KGD1 et FUM1, codant respectivement pour une -cétoglutarate 

déshydrogénase et une fumarase, a ainsi permis de réduire la production d’acide succinique dans les deux cas. 

Néanmoins, cette réduction a été observée en début de culture chez le mutant KGD1 mais en fin de culture chez 

le mutant FUM1. La production d’acide succinique serait ainsi imputable à la voie oxydative du cycle des acides 
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tricarboxyliques dans les premières heures de cultures, pour finir par être réalisée par la branche réductrice 

(Arikawa et al., 1999). 

1322. Le nœud du pyruvate 

L’acide pyruvique est généralement produit lors de la croissance pendant des cultures discontinues. Il est 

ensuite partiellement reconsommé dans la seconde partie de la culture (Coote & Kirsop, 1974, dans Yoshida & 

Yokoyama, 2012 ; Pagliardini, 2010). Contrairement à l’acide succinique, il n’a fait l’objet que de très peu de 

travaux. Deux équipes néerlandaises ont cependant étudié le métabolisme de cet acide à l’aide de mutants 

(Flikweert et al., 1996 ; Flikweert et al., 1999 ; van Hoek et al., 1998b ; de Jong-Gubbels et al., 1992 ; Pronk et 

al., 1996 ; van Urk et al., 1989b). Bien que la cause de l’excrétion d’acide pyruvique demeure inconnue, ces 

travaux ont permis d’éclaircir la place de cette molécule dans le métabolisme cellulaire. 

Le « nœud » du pyruvate est l’un des carrefours métaboliques les plus important chez S. cerevisiae. C’est 

en effet au niveau de cette molécule que se fait la distinction entre les voies oxydative et fermentaire. Deux voies 

peuvent amener à la formation de pyruvate à partir de glucose : la glycolyse et la voie d’Entner-Doudoroff, 

inexistante chez S. cerevisiae. Selon l’environnement dans lequel évolue la cellule, cette molécule est ensuite 

répartie dans trois voies différentes : 

- la décarboxylation oxydative, dans la mitochondrie, 

- la décarboxylation en acétaldéhyde, dans le cytosol, 

- la carboxylation oxydative, dans le cytosol. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10 : Les trois voies de métabolisation de l’acide pyruvique. 
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Décarboxylation oxydative en acétyl-coA 

La principale voie, la décarboxylation oxydative, sert à alimenter le cycle des acides tricarboxyliques en 

carbone. Le pyruvate est tout d’abord transporté à travers la membrane mitochondriale par diffusion passive et 

transport actif (Briquet, 1977). Le gène YIL006w, découvert en 2003 code pour un transporteur mitochondrial de 

41,9 Da. Celui-ci est inhibé par l’-cyano-4-hydroxycinnamate, l’-cyano--(1-phénylindol-3-yl)acrylate et 

l’-cyano-3-cynnamate (Hildyard & Halestrap, 2003 ; Pronk et al., 1996). 

Une fois dans la mitochondrie, le pyruvate est transformé en acétyl-coenzyme A grâce à l’action de la 

pyruvate déshydrogénase (Km = 0,4 mM), dépendante des cofacteurs NAD+, coA, FAD et Thiamine PP. Ce 

complexe enzymatique se compose de cinq sous-unités, E1, E1, E2, E3 et X, respectivement codées par les 

gènes PDA1, PDB1, LAT1, LPD1 et PDX1 (James et al., 1995 ; Pronk et al., 1996). Ce complexe est activé par sa 

déphosphorylation en présence de Ca2+, et inactivé par une phosphorylation spécifique (James et al., 1995 ). La 

suppression partielle de cette voie a diminué le rendement en biomasse de 15 % en croissance aérobie sur glucose 

(Pronk et al., 1994). Ceci est dû à l’utilisation du pyruvate par une voie parallèle consommant plus d’énergie, le 

by-pass de la pyruvate déshydrogénase. 

Décarboxylation en acétaldéhyde 

Sous certaines conditions, le pyruvate utilise une voie alternative située dans le cytosol, la 

décarboxylation en acétaldéhyde, aussi nommé le by-pass de la pyruvate déshydrogénase. Son rôle serait de 

fournir des équivalents réducteurs sous forme de NADH, ainsi que de l’acétyl-coA mitochondriale pour alimenter 

le cycle des acides tricarboxyliques et de l’acétyl-coA cytosolique pour la synthèse de lipides, de stérols et de 

lysine (Postma et al., 1989). Cette voie est composée de différentes étapes de transformation, assurées 

successivement par la pyruvate décarboxylase (Pdcp), l’acétaldéhyde déshydrogénase (Aldp) et l’acétyl-coA 

synthase (Acsp). 

Le pyruvate est tout d’abord transformé en acétaldéhyde avec libération d’une molécule de CO2. Cette 

réaction, dépendante du Mg2+ et du coenzyme TPP, est catalysée par la PDC (Km = 6 mM), un tétramère de 

62 kDa (Pronk et al., 1996). Parmi les six gènes codant pour ce complexe enzymatique, PDC1, PDC5 et PDC6 sont 

des gènes structuraux, PDC2 est quant à lui un facteur de transcription de PDC1, PDC5, et les rôles de PDC3 et 

PDC4 demeurent flous (Flikweert et al., 1996 ; Pronk et al., 1996). 

Alors que la délétion du gène PDC1 a permis à la cellule de conserver 60 à 75 % de l’activité de l’enzyme 

(Remize et al., 2000 ; Seeboth et al., 1990), la suppression de PDC2 a altèré son activité d’un facteur trois. Ceci a 

provoqué une diminution de la production d’acétate et d’éthanol de 60 à 70 % et de la vitesse de consommation 

du glucose de 50 % suite à un pulse de glucose (Flikweert et al., 1999). Un mutant PDC1,5,6 ne présentait quant 

à lui aucune activité enzymatique, et ne pouvait croître sur milieu synthétique contenant du glucose que par 

supplémentation en acétate ou en éthanol, démontrant ainsi la nécessité de cette voie dans le métabolisme de S. 
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cerevisiae (Flikweert et al., 1996, 1999). De plus, un mutant PDC- est incapable de produire de l’éthanol, mais 

uniquement du pyruvate comme coproduit. Dans ce cas, l’accumulation intracellulaire du NADH rend la 

transformation des oses extrêmement dépendante du métabolisme oxydatif (Flikweert et al., 1996). La 

surexpression du gène GLY1, responsable de la transformation du tréhalose en glycine et acétyl-coA, a permis 

cependant au mutant de recouvrer une croissance cellulaire (Maris et al., 2003). Pour l’ensemble de ces 

délétions, il est à noter que le taux de croissance est affecté de manière négative. 

D’autres travaux ont également porté sur la surexpression du gène PDC1 grâce à l’utilisation d’un gène 

multi-copies. L’activité était alors multipliée par 14, bien que le taux de croissance maximal en aérobiose ait 

diminué de 0,30 h-1 à 0,23 h-1. En temps normal, le pyruvate est principalement distribué vers la PDH 

(Km = 0,4 mM) plutôt que vers la PDC (Km = 6 mM), mais il semble que cette surexpression augmente la part de 

pyruvate orientée vers cette dernière (Pronk et al., 1994, 1996 ; Van Hoek et al., 1998b). 

Une foie l’acétaldéhyde formée, celle-ci peut être transformée en éthanol par l’alcool déshydrogénase 

(Km = 6 M). Mais elle sert aussi de substrat à l’acétaldéhyde déshydrogénase (Km = 6 mM), qui le transforme en 

acétate (Postma et al., 1989). Ensuite, celui-ci est transformé en acétyl-coA, précurseur élémentaire de nombreux 

métabolismes annexes. Cette réaction est assurée par l’acétyl-coA synthase, et transforme également un ATP en 

AMP. Cette enzyme est codée par deux gènes, ACS1 et ACS2, dont les isoenzymes correspondantes ont un Km de 

0,3 et 9 mM, respectivement (Van der Berg & De Steensma, 1995 ; Meaden et al., 1997). 

Le gène ACS1 étant réprimé par le glucose, la suppression de ACS2 a empêché toute activité enzymatique 

lors d’une culture sur glucose, rendant toute croissance impossible (van den Berg & Steensma, 1995 ; de Jong-

Gubbels et al., 1998 ; Kratzer & Schüller, 1995). En revanche, lors de la surexpression du gène ACS2 en 

anaérobiose, l’activité a été amplifiée d’un facteur quatre à sept, bien que sans effet sur la production d’acétate 

(Remize et al., 2000). L’effet obtenu était similaire lors de la surexpression simultanée des deux gènes  (Jong-

Gubbels et al., 1998). 

Enfin, l’acétyl-coA est soit utilisé pour la synthèse cytoplasmique de molécules organiques, soit 

transporté à travers les membranes mitochondriale ou peroxysomale par des transporteurs spécifiques. 

Carboxylation oxydative 

La troisième et dernière voie que le pyruvate peut emprunter est la carboxylation oxydative, le 

transformant en oxaloacétate pour alimenter le cycle de des acides tricarboxyliques en carbone via la citrate 

synthase. La pyruvate carboxylase (Pycp) est une isoenzyme cytosolique codée par les gènes PYC1 et PYC2 

(Walker et al., 1991). Indépendamment de la source de carbone, la régulation de PYC1 se fait au niveau 

transcriptionnel par la source d’azote. Par rapport à l’ammoniaque, l’aspartate, l’asparagine, le glutamate et la 

glutamine diminuent son activité enzymatique d’un facteur 2 à 5 (acides aminés dont le métabolisme aboutit à 

l’oxaloacétate), alors que l’arginine, la méthionine, la thréonine et la leucine l’augmentent d’un facteur 1,5 à 3 

(acides aminés dont le métabolisme aboutit au pyruvate) (Huet et al., 2000). 
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La croissance sur glucose n’est pas affectée si l’un des gènes est supprimé. Elle est cependant impossible 

chez un double mutant sans l’ajout d’aspartate comme seule source d’azote (Stucka et al., 1991). Leur 

surexpression n’altère cependant ni la production d’acétate ni celle d’éthanol (Bauer et al., 1999). 
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14. EFFET DES ACIDES ORGANIQUES SUR LE METABOLISME 

141. IMPACT DES ACIDES FAIBLES EXOGENES 

1411. Transport et équilibre des acides faibles 

Plusieurs types de transports des acides existent chez les levures, et plus précisément chez S. cerevisiae. 

Quatre mécanismes ont ainsi été identifiés au niveau de la membrane plasmique, répondant à des modes d’action 

et de régulation variés (Figure 11) (Casal et al., 2008). Le transport des acides peut s’opérer par simple diffusion à 

travers la membrane plasmique, ou à l’aide de transporteurs protéiques. Ceux-ci se répartissent entre deux 

familles : la Major Facilitator Superfamily (MFS), regroupant les systèmes d’antiports, de symports et d’uniports, 

et la famille ATP-Binding Cassette (ABC), regroupant les systèmes de transport nécessitant une hydrolyse d’ATP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11 : Les différents types de transport des acides faibles chez les levures. Les transporteurs régulés appartiennent à deux familles 
différentes : la Major Facilitator Superfamily (MFS) et la famille ATP-Binding Cassette (ABC). 

 

En solution, les acides organiques et plus précisément les acides faibles s’équilibrent entre leur forme 

protonée (non dissociée) et leur forme ionique (dissociée). Cet équilibre est propre à chaque acide et dépend de 

leur constante de dissociation propre, Ka. Il est en outre fortement dépendant du pH de la solution : la 

prédominance de la forme dissociée augmente avec le pH et inversement. Cet équilibre est donné par l’équation 

de Henderson-Hasselbach : 
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X-COO- + H+ X-COOH 
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pH = pKa + log
Acide-[ ]

Acide - H[ ]
 

Équation 4 : Equation de Henderson-Hasselbach 

 

Ces acides faibles sont de petites molécules capables de traverser la membrane plasmique des cellules par 

simple diffusion. Cependant, seule la forme protonée peut diffuser de cette façon, la membrane pouvant en effet 

être considérée comme imperméable à la forme dissociée (Kell et al., 1981 ; Krebs et al., 1983 ; Warth, 1989). 

Cette particularité, associée au phénomène d’équilibre des acides selon le pH, peut amener à une accumulation 

intracellulaire des acides. Lors de cultures de levures, le pH extracellulaire (pHe) est inférieur au pH 

intracellulaire (pHi). La forme protonée du milieu extracellulaire va donc diffuser dans la cellule afin d’équilibrer 

les concentrations de part et d’autre de la membrane. Dans le milieu intracellulaire, l’acide se dissocie alors en 

partie en proton plus forme dissociée, incapable de rediffuser vers le milieu extracellulaire (Figure 12). Toutefois, 

il faut noter que certains acides, comme l’acide acétique, sembleraient capables de diffuser sous forme dissociée 

du cytosol vers la mitochondrie (Brierley et al., 1968). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 12 : Phénomène de simple diffusion des acides faibles à travers la membrane plasmique, selon l’équation d’Henderson-Hasselbach. 

 

Outre la simple diffusion, S. cerevisiae est capable de transporter les acides faibles par des systèmes 

protéiques variés. Deux symports à protons ont été identifiés. Le premier permet de transférer les acides 

acétique, pyruvique, propionique et D-L-lactique (Cassio et al., 1987). Le second transporte les acides acétique, 

propionique et formique, mais pas les pyruvique et lactique (Casal et al., 1996). Ils sont induits par ces acides, 

mais réprimés par le glucose. 



Chapitre1 – Etat de l’Art 

 

DOCUMENT CONFIDENTIEL (septembre 2013 – 2023) 47 

Plusieurs systèmes de perméases ont également été identifiés. Les gènes ADY2 et AZR1 sont ainsi 

impliqués dans le transport de l’acide acétique vers le cytoplasme (Paiva et al., 2004 ; Tenreiro et al., 2000). 

Ady2p, un transporteur actif, est d’ailleurs impliqué dans la consommation d’acide acétique comme substrat. 

Azr1p semble par contre impliqué dans la réponse au stress acétate. Cet acide peut également traverser la 

membrane plasmique par diffusion facilitée via l’aquaglycéroporine Fps1p, codée par le gène FPS1 (Mollapour & 

Piper, 2007). Le pyruvate peut quant à lui entrer dans la cellule par une protéine codée par JEN1 (Akita et al., 

2000 ; Makuc et al., 2001). Celle-ci est également capable de transporter l’acide lactique. Les gènes MCH1, 

MCH2, MCH3, MCH4 et MCH5, un temps pressentis pour coder une perméase pour des acides 

monocarboxyliques, ne semblent cependant coder que pour une enzyme située dans la membrane mitochondriale 

interne, et non plasma-membranaire (Makuc et al., 2001). Toutefois, cinq gènes codant pour des perméases 

présumées de la membrane plasmique ont été identifiés. 

Cependant, aucune perméase plasma-membranaire permettant de transporter l’acide succinique n’a été 

identifiée chez S. cerevisiae. D’autres levures possèdent tout de même des transporteurs assurant le transport de 

certains acides dicarboxyliques, dont les acides succinique, malique, oxaloacétique, -cétoglutarique et 

fumarique. C’est le cas par exemple de Saccharomyces pombe avec la protéine Mae1p, Kluyveromyces lactis avec 

Jen2p, ou encore Candida utilis (Cássio & Leño, 1993 ; Grobler et al., 1995 ; Milton et al., 1975 ; Zelle et al., 

2008). 

Enfin, deux transporteurs de la famille ABC ont été identifiés. Il s’agit des protéines Pdr12p et Yrs1p, 

impliquées dans la réponse au stress acide (Cui et al., 1996 ; Piper et al., 1998). Ces protéines permettent de 

transporter un anion vers le milieu extracellulaire en hydrolysant une molécule d’ATP. 

L’ensemble de ces systèmes permet à S. cerevisiae de réguler le transport des acides organiques à travers 

sa membrane plasmique selon les conditions environnementales. Ainsi, une modulation de l’accumulation de 

certains acides a pu être observée avec l’augmentation de la concentration en éthanol dans le milieu de culture 

(Casal et al., 1998). 

1412. Gestion du pH intracellulaire par S. cerevisiae 

La gestion du pH intracellulaire (pHi) est essentielle pour les levures. En effet, celui-ci influe sur le 

fonctionnement général du métabolisme au niveau de l’activité de la glycolyse, de la croissance cellulaire ou 

encore de la transduction des différents signaux cellulaires (Anand & Prasad, 1989 ; François et al., 1986 ; Krebs 

et al., 1983 ; Russell, 1992 ; Thevelein, 1994). Or les acides faibles ont un impact important sur ce pHi, 

puisqu’ils libèrent des protons lors de leur dissociation dans le milieu intracellulaire (Pampulha & Loureiro-Dias, 

1989). 

Cependant, tous les auteurs ne s’accordent pas sur les phénomènes de régulation du pH intracellulaire. 

Certains avancent que la valeur de ce paramètre est relativement stable et aux alentours de la neutralité : 

6,4 < pHi < 7,2 (Dombek & Ingram, 1987 ; Eraso et al., 1987 ; Eraso & Gancedo, 1987 ; Kotyk & Georghiou, 



Chapitre1 – Etat de l’Art 

 

DOCUMENT CONFIDENTIEL (septembre 2013 – 2023) 48 

1991 ; Kresnowati et al., 2008 ; Ramos et al., 1989a ; Ramos et al., 1989b ; Tenreiro et al., 2000). Cette 

particularité dénoterait une capacité de régulation du pHi chez S. cerevisiae, assurée notamment par des ATPases 

de la membrane plasmique qui vont expulser les protons afin de conserver le potentiel électrique de la membrane 

(Eraso & Gancedo, 1987 ; Serrano, 1980). Il faut toutefois noter que les vacuoles participent également à cette 

régulation du pHi (Calahorra et al., 1998). Le pH de ces organites est ainsi maintenu à des valeurs comprises entre 

6,0 et 6,2 par l’action d’ATPases vacuolaires. Il chute en outre suite à l’acidification du milieu extracellulaire, 

notamment lorsque cette acidification est due à l’acide acétique (Carmelo et al., 1997 ; Chattopadhyay et al., 

2000 ; Mollapour et al., 2004). 

A l’inverse, d’autres auteurs remettent en doute la capacité des cellules à réguler leur pH intracellulaire à 

des valeurs aussi hautes (Pampulha & Loureiro-Dias, 1989 ; Taherzadeh et al., 1997 ; Valle et al., 1986). Enfin, 

une autre équipe avance l’existence d’un pHi critique, en deçà duquel S. cerevisiae ne serait plus capable de 

réguler son pH intracellulaire (Arneborg et al., 2000). 

Même si ces faibles variations peuvent affecter le métabolisme de S. cerevisiae, le pH extracellulaire (pHe) 

semble jouer un rôle bien plus important, agissant sur la production de biomasse et de coproduits, sur les 

rendements globaux de conversion et sur sa viabilité cellulaire. Ainsi, la croissance est totalement inhibée lorsque 

le pH extracellulaire est inférieur à 2,4 ou supérieur à 8,6 (Carmelo et al., 1996 ; Jones et al., 1981). Par contre, 

les cinétiques microbiennes (croissance et production) ne semblent pas être drastiquement affectées lorsque ce 

pHe est compris entre 3,5 et 6,0 (Matthews & Webb, 1991, cité par Carmelo et al., 1996). Un pHe optimal de 

croissance de 5 à 5,5 est admis par tous (Verduyn et al., 1990). 

Enfin, Kresnowati et ses collaborateurs (2008) ont mis en évidence l’existence d’une diminution brutale 

et rapide du pH intracellulaire lors de la perturbation métabolique induite par l’effet Crabtree « court terme ». 

Après un pulse de glucose lors d’une culture continue limitée en glucose, le pHi a diminué de 6,43 à environ 5,0 

en seulement quelques secondes. La cellule a cependant présenté une capacité à se réalcaliniser, et a stabiliser son 

pH à une valeur d’environ 6,0 en 30 secondes. D’autres études utilisant des méthodes d’analyse différentes ont 

rapporté une diminution similaire, comprise entre 0,3 et 0,6 unité pH (Ramos et al., 1989b ; Valle et al., 1986). 

Différentes théories ont été proposées afin d’expliquer ce phénomène de diminution du pHi, comme 

l’accumulation de CO2 ou l’augmentation de la vitesse de phosphorylation du glucose (Gillies et al., 1981 ; 

Ramos et al., 1989b), mais c’est la production d’acide acétique qui semblerait en être la principale source 

(Kresnowati et al., 2008). 

1413. Effet découplant des productions d’énergie et de biomasse 

Le principal mécanisme d’inhibition imputé aux acides faibles, et surtout le plus observable, est l’effet 

découplant qu’il opère entre la production de biomasse et d’énergie. Selon la théorie chimio-osmotique de 

Mitchell (1961), le transfert des électrons le long de la chaîne respiratoire est couplé à la production d’ATP. 

L’effet découplant des acides se traduit alors par une augmentation de la consommation d’oxygène afin d’assurer 
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le bon fonctionnement de son anabolisme. Lors de cultures continues, l’ajout d’acide benzoïque a ainsi augmenté 

la vitesse spécifique de consommation d’oxygène pour un taux de croissance donné, sa valeur maximale 

augmentant de près de 100 %, de 12 à 21 mmol gX
-1 h-1 (Verduyn et al., 1992). Toutefois, ce phénomène est plus 

marqué pour des taux de croissance faibles et est proportionnel à la concentration en acide ajouté. 

Lorsque des acides faibles sont présents dans le milieu de culture, ils entrent dans la cellule, notamment 

par diffusion passive (Casal et al., 1996 ; Mollapour & Piper, 2007). Si le pH est plus alcalin dans la cellule que 

dans le milieu de culture, les acides se dissocient à l’arrivée dans le cytosol. La libération de protons en résultant 

provoque alors une chute du pHi, que la cellule doit réguler pour conserver un fonctionnement intègre de son 

métabolisme. Afin de contrer ce phénomène, S. cerevisiae utilise donc des ATPases plasma-membranaires pour lui 

permettre d’expulser ces protons, lui permettant ainsi de se réalcaniser (Russell, 1992 ; Sigler et Hofer, 1991). 

Cette pompe à protons est codée principalement par le gène PMA1 (Holyoak et al., 1996 ; Piper et al., 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 13 : Le mécanisme de l’ATPase à protons induisant l’effet découplant des acides faibles. Piper et al., 2001. 

 

Bien que nécessaire, ce mécanisme consomme une quantité importante d’ATP, augmentant ainsi sa 

production par rapport à la demande énergétique du métabolisme anabolique (Russell, 1992 ; Taherzadeh et al., 

1997). La concentration intracellulaire en ATP chute ainsi d’un facteur 100 lors d’un stress acide diminuant le pH 

extracellulaire de 4,5 à 3,8 (influençant le pHi dans le même sens), sans cependant affecter le taux de croissance 

(Holyoak et al., 1996). Il faut toutefois noter que cette observation a également été faite lors de divers stress. 

Ainsi, un stress thermique a augmenté la proportion d’ATP utilisée par les ATPase de 15 à 50 % (Piper, 1993 ; 

Piper et al., 1994). En utilisant un mutant incapable de consommer l’oxygène, Pampulha et Loureiro-Dias (2000) 

ont ainsi rapporté une diminution du rendement en biomasse produit sur ATP de 14 à 4 gX molATP
-1 (YATP) suite à 

l’ajout de 170 mM d’acide acétique. Une diminution du rendement en biomasse produite sur glucose consommé 
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a en outre été observée lors de l’ajout d’acide benzoïque (Verduyn et al., 1992). Enfin, une phase de latence a pu 

être observée après un choc acide (Lambert & Stratford, 1999 ; Tenreiro et al., 2000). 

Néanmoins, l’ensemble de ces travaux n’ont porté que sur des acides faibles exogènes. Il semble logique 

que des acides organiques synthétisés par les cellules conduisent au même phénomène de découplage. Cependant, 

des phénomènes de régulation des transporteurs pourraient permettre à la cellule d’adapter différemment sa 

réponse à l’accumulation de protons (Mollapour & Piper, 2007). 

1414. Conséquence indirecte de l’effet découplant 

L’effet découplant a pour effet direct d’augmenter la vitesse spécifique de consommation de dioxygène. 

Or le métabolisme de cette molécule est lié à la génération de molécules extrêmement réactives : les dérivés 

réactifs de l’oxygène (DRO) (Gille & Nohl, 2001 ; Tarrío et al., 2008). Cet effet indirect de l’effet découplant 

sur la production de ces DRO est relativement mal renseigné dans la littérature. Il a cependant été montré que le 

dysfonctionnement du transport des électrons dans la mitochondrie augmente l’apparition de DRO en présence 

d’acides sorbique et benzoïque (Piper, 1999). En outre, une forte augmentation de ces dérivés a été observée chez 

des cellules soumises à l’apoptose induite par l’acide acétique (Almeida et al., 2009 ; Giannattasio et al., 2005 ; 

Ludovico et al., 2002). 

L’équipe de Piper (1999) a pu mettre en évidence la nécessité de l’expression du gène SOD1 pour 

l’apparition d’une résistance à ce phénomène. Celui-ci code en effet pour une superoxyde dismutase capable de 

détoxifier les radicaux libres formés. Pour les mêmes raisons, l’activité de la catalase a également été augmentée 

lors de l’apparition de DRO suite à un stress acétate (Giannattasio et al., 2005). La surexpression de cette enzyme 

a par ailleurs permis de lever partiellement le stress oxydatif induit par l’ajout d’acide lactique (Abbott et al., 

2009). 

1415. Cas particulier du dioxyde de carbone 

Dans la littérature, le dioxyde de carbone est rarement considéré comme un acide faible. Pourtant, son 

effet découplant sur la membrane interne des mitochondries a été mis en évidence in vitro (Lodeyro et al., 2001). 

Cette molécule présente également deux constantes de dissociation (pKa1 = 6,37 et pKa2 = 10,32). En solution, 

le CO2 est spontanément hydraté en H2CO3, censé diffuser librement à travers les membranes. Puis cette 

molécule se dissocie en HCO3
- selon le pH. Ce mécanisme libère alors un proton. Dans des milieux de culture de 

levures (pH 4-5), le CO2 ne se dissocie que très peu. En revanche, il est plus fortement soumis à cette dissociation 

dans le milieu intracellulaire, dont le pH est plus élevé (Figure 14). 

Les cellules vont alors utiliser leur ATPase pour expulser les protons libérés. Par contre, la membrane 

plasmique demeure imperméable à la forme dissociée HCO3
-. Pour éviter ce déséquilibre ionique, S. cerevisiae 

semble capable d’accumuler du K+ du milieu extracellulaire grâce à un antiport K+ / H+ (Peña, 1975). A 

l’inverse, une sortie d’H2CO3 provoque une sortie concomitante de K+. S. cerevisiae serait également capable 



Chapitre1 – Etat de l’Art 

 

DOCUMENT CONFIDENTIEL (septembre 2013 – 2023) 51 

milieu 

extracellulaire 

cytosol 

CO2 

pHe 

pHi 

CO2 H2CO3 

H2CO3 

HCO3
- + H+ 

HCO3
- + H+ 

H+ 

H+ 

K+ 

K+ 

ADP + Pi ATP 

d’accumuler des bicarbonates dans les vacuoles (Lopez et al., 1999). Il faut noter que du dioxyde de carbone 

(jusqu’à 30 %) peut être expulsé lors d’un ajout d’acide propionique. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14 : Equilibre du dioxyde de carbone entre les milieux intra et extracellulaires. 

 

En outre, cette molécule est inhibitrice de la croissance lorsqu’elle est apportée au milieu de culture par 

aération. Les premiers effets d’inhibition ont été observés à partir de 20 % des gaz d’entrée et celle-ci était totale 

à 50 %. Ceci représentait 6,4 et 16 mM de CO2 dissous, respectivement (Chen & Gutmanis, 1976). Ce 

phénomène semble cependant plus important en aérobiose qu’en anaérobiose. Aguillera et coll. (2005) ont en effet 

observé une chute du rendement en biomasse de 25 % en présence d’oxygène, contre seulement 10 % en son 

absence. Ces auteurs ont également rapporté une augmentation de l’expression de gènes liés à l’activité 

mitochondriale. 

1416. Concentrations critiques et production de l’acide acétique 

L’acide acétique est le plus important parmi les différents acides organiques caractéristiques des 

métabolismes fermentaire et oxydo-réductif. En outre, des concentrations millimolaires sont suffisantes pour 

dissiper la force proto-motrice (Fernandes et al., 1997) et son impact est exponentiel en fonction de sa 

concentration dans le milieu (Fernandes et al., 1997 ; Malfeito Ferreira et al., 1997 ; Narendranath et al., 2001). 

Selon plusieurs études menées avec de l’acide acétique exogène, la concentration critique à laquelle 

l’activité biologique cesse est comprise entre 80 et 167 mM, soit entre 4,8 et 10 g L-1 (Narendranath et al., 2001 ; 

Piper et al., 2001 ; Taherzadeh et al., 1997 ; Thomas et al., 2002). Il est cependant plus délicat de préciser la 

limite inférieure à laquelle les premiers signes d’inhibition apparaissent. En effet, 5 mM ne semblent pas affecter 

le microorganisme, alors qu’une concentration de 8 mM provoque déjà une altération de la croissance (Larsson et 

al., 1997 ; Narendranath et al., 2001). 
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Concernant la synthèse d’acétate par les cellules, elle est altérée par différents facteurs 

environnementaux. Tout d’abord, un pH extracellulaire inférieur à 3,5 ou supérieur à 5,5 augmente cette 

production. Il en va de même avec l’augmentation du taux de dilution, puisque la concentration en acide acétique 

passe alors de 0,4 à D = 0,05 h-1, à 0,9 mM à D = 0,1 h-1 (Verduyn et al., 1990). En outre, la disponibilité de 

l’ammoniaque joue un rôle essentiel (Bely et al., 2003 ; Hernandez-Orte et al., 2006). Ainsi, une augmentation 

de sa concentration de 200 à 500 mgN L-1 favorise la synthèse d’acide acétique, de 0,34 à 1,21 g L-1 (Vilanova et 

al., 2007). Enfin, il semble que le phénomène d’adaptation spontanée des cellules à l’éthanol entraîne un 

accroissement important de la production de cet acide, de 0,30 à 1,55 g L-1 (Stanley et al., 2010). 

L’équipe de Smits (Smits et al., 2000) a rapporté des rendements de production en acétate de 0,005 g g-1 

en anaérobiose et 0,03 g g-1 en aérobiose. Avec la souche CEN.PK 113-7D, ces valeurs sont de l’ordre de 0,005 

et 0,017 g g-1 (Pagliardini, 2010). Avec un taux de dilution égal à 0,05 h-1 en aérobiose, la concentration à l’état 

stationnaire est de 6,6 mg L-1 d’après les recherches de Visser et ses collaborateurs (Visser et al., 2004). 

 

142. INDUCTION DE L’APOPTOSE PAR L’ACIDE ACETIQUE 

L’apoptose est un certain type de mort cellulaire que l’on pensait confiné aux cellules animales, chez 

lesquelles les protéines de maturation post-traductionnelle jouent alors un rôle essentiel. Il est aujourd’hui 

indiscutable qu’elle existe également chez S. cerevisiae. Mais chez cette levure, elle semble plutôt résulter de 

l’action d’un ou plusieurs effecteurs sur l’exécution de multiples mécanismes de régulation génomique, amenant à 

une mort cellulaire programmée (Ludovico et al., 2005 ; Madeo et al., 2004). 

Cependant, seuls quelques uns de ces effecteurs ont été mis en évidence. Il est donc nécessaire de 

caractériser les réseaux de régulation de manière fonctionnelle afin de mieux connaître et comprendre la mort 

cellulaire programmée chez S. cerevisiae. L’équipe de Guaragnella (2006) a démontré que le gène YCA1, codant 

pour une métacaspase, joue un rôle important dans le signal de mort cellulaire programmée. Un mutant YCA1 

possède en effet une cinétique apoptotique plus faible. 

Chez S. cerevisiae, l’acide acétique fait partie des inducteurs de l’apoptose, et semble agir de manière 

similaire que chez les cellules animales (Ludovico et al., 2001 ; Wissing et al., 2004). En présence de 20 à 

80 mM, soit 1,2 à 4,8 g L-1, l’induction de cette mort cellulaire provoque la condensation de la chromatine le 

long de l’enveloppe nucléaire, une fragmentation de l’ADN et une exposition de la membrane cytoplasmique à la 

phosphatidylsérine. Il faut toutefois noter qu’aucun marqueur apoptotique, comme le phénotype TUNEL-positif, 

n’a été décelé à des concentrations supérieures à 120 mM, soit 7,2 g L-1. Ceci suggère qu’un mécanisme passif de 

type nécrotique est la principale cause de mort cellulaire à de hautes concentrations extracellulaires (Ludovico et 

al., 2001). 
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Une forte concentration en acétate provoque une diminution importante du pool intracellulaire d’acides 

aminés due, au moins en partie, au blocage du transport des acides aminés aromatiques à travers la membrane 

plasmique (Bauer et al., 2003). Cette variation semble être le premier signal du déclenchement de l’apoptose, et 

va altérer la voie TOR (Target Of Rapamycin) et le système général de contrôle et de régulation du pool d’acides 

aminés (GAAC). 

En réponse, la protéine kinase Gcn2p permet la formation de Gcn4p, un activateur transcriptionnel du 

système GAAC. Il y a alors synthèse de l’ensemble des acides aminés, qu’ils soient déjà en quantité suffisante ou 

non. Les mutants GCN2,4 et GCN4 montrent cependant une tolérance accrue à l’acide acétique, prouvant ainsi 

l’implication de la protéine Gcn4p ou du système GAAC dans le signal déclencheur de l’apoptose (Almeida et al., 

2009). Cependant, une diminution de l’apport azoté décuple alors l’effet inducteur de l’acétate sur la mort 

cellulaire programmée (Hazan et al., 2004). 

L’acide acétique altère également un grand nombre de protéines directement ou indirectement liées à la 

voie TOR. De nombreuses protéines voient leur concentration intracellulaire diminuer, notamment celles 

relatives au métabolisme des hydrates de carbones, à la machinerie transcriptionnelle et traductionnelle, au 

turnover des protéines, à la synthèse nucléotidique et à la réponse au stress. L’augmentation de l’activité du 

protéasome durant l’apoptose renforce l’idée d’une dégradation des protéines, même si la délétion du gène 

MG132 permet d’inhiber son activité, et ainsi de prévenir partiellement la mort cellulaire (Almeida et al., 2009 ; 

Valenti et al., 2008). 

Par contre, une majorité des protéines intervenant dans la synthèse d’acides aminés sont produites en 

plus grande quantité, certainement suite à l’action du système GAAC. En outre, un mutant TOR1 présente une 

diminution de la production de dérivés réactifs de l’oxygène (DRO) et une amélioration de la croissance chez les 

cellules présentant un phénotype TUNEL-négatif lors de la croissance en présence d’acide acétique (Almeida et 

al., 2009). Enfin, la même équipe a également montré que deux phosphatases, la Pph21p et la Pph22p, étaient 

impliquées dans le signal de l’apoptose. Celles-ci sont des médiateurs avals des voies TOR. 

D’autres travaux ont également rapporté une apoptose dite « mitochondriale » chez les cellules animales, 

dans laquelle cet organite joue un rôle prépondérant (Kluck et al., 1997 ; Liu et al., 1996 ; Pham et al., 2000). 

Lors de cette mort cellulaire programmée également observée chez S. cerevisiae, le cytochrome C subit une 

translocation de la membrane mitochondriale vers le cytosol, rompant ainsi la chaîne d’électrons. Ceux-ci sont 

alors redirigés vers la formation de DRO. En conséquence, une baisse de la consommation d’oxygène, de la 

quantité de cytC oxydase et du potentiel mitochondrial a été observée, ainsi qu’une augmentation de l’activité de 

la superoxide dismutase (Giannattasio et al., 2005 ; Ludovico et al., 2002). En outre, un dysfonctionnement de 

l’ATPase mitochondriale a été rapporté chez le mutant ASF1/CIA1 ne possédant pas l’histone chaperone 

correspondante. Ceci argumente en faveur d’une régulation génomique de l’apoptose chez les levures (Yamaki et 

al., 2001). 
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143. MECANISMES DE RESISTANCE AUX ACIDES ORGANIQUES 

1431. Régulation du pH intracellulaire et équilibre ionique  

Lors de l’effet découplant induit par un stress acide, l’ATPase Pma1p permet aux cellules d’expulser des 

protons issus de la dissociation intracellulaire des acides. Toutefois, ce seul phénomène ne permet pas d’expliquer 

la régulation du pH intracellulaire. La membrane plasmique étant imperméable aux anions, ceci créerait en effet 

un déséquilibre ionique et potentiellement osmotique. Plusieurs mécanismes ont été proposés afin d’expliquer la 

régulation du pHi chez S. cerevisiae. 

Pdr12p est un transporteur de la famille ABC induit lors d’un stress par des acides de 3 à 8 carbones. 

Cette induction est d’autant plus importante que la concentration en acide est importante. Une diminution du pH 

extracellulaire de 7 à 4,5 a en outre conduit à une expression dix fois plus élevée du gène PDR12 (Hatzixanthis et 

al., 2003 ; Holyoak et al., 1999 ; Piper et al., 1998 ; Piper et al., 2001). Bien qu’il ne soit pas surexprimé en 

présence d’acide acétique, ce gène semble tout de même essentiel pour l’acquisition d’un mécanisme de 

résistance à cette molécule chez S. cerevisiae (Hatzixanthis et al., 2003 ; Piper et al., 2001). 

Cette protéine fonctionnerait en parallèle à la Pma1p et de façon similaire, puisqu’elle consomme une 

molécule d’ATP pour éjecter un anion (Piper et al., 2001) (Figure 15). Si l’on considère les échanges d’un point 

de vue dynamique, l’excrétion combinée d’anions et de protons peut être considérée comme un cycle futile 

énergétiquement coûteux. Elle serait en effet contrebalancée par les phénomènes de diffusion passive ou facilitée à 

travers la membrane plasmique. D’autres mécanismes devraient donc intervenir afin de limiter l’entrée d’acides 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 15 : Mécanisme d’action du transporteur Pdr12p. Piper et al., 2001. 
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dans la cellule. Mollapour & Piper (2007) ont ainsi montré que Fps1p, une aquaglycéroporine laissant passer 

l’acide acétique, était endocytée suite à un stress acide. 

Une autre hypothèse de mécanisme permettant d’éviter le déséquilibre ionique et potentiellement 

osmotique de l’accumulation d’anions se rapporte aux flux de cations à travers la membrane plasmique. Les flux 

de Na+ et de K+ ont un impact global sur le métabolisme de la cellule et notamment au niveau de la force ionique, 

du pHi, de la pression de turgescence et du volume cellulaire (Rothstein, 1959 ; Tosteson & Hoffman, 1960 ; 

Yenush et al., 2002). Na+ étant toxique pour les cellules, il a tendance à être excrété. A l’inverse, le K+ peut être 

bénéfique aux cellules et est accumulé lors de la croissance cellulaire (Yenush et al., 2002). Comme pour la 

résistance au dioxyde de carbone, S. cerevisiae pourrait ainsi utiliser des antiports K+ / H+ afin d’exporter les 

protons, plutôt que ses ATPases. Toutefois, l’accumulation intracellulaire de ce cation serait alors très élevée. En 

outre, ce mécanisme ne permet pas d’expliquer l’effet découplant (Rodríguez-Navarro, 2000). Les auteurs sont 

partagés sur l’existence de ce phénomène. Lors d’une culture sur glucose, une accumulation a effectivement été 

rapportée suite à un pulse de différents acides, dont l’acétique (Peña, 1975 ; Ryan et al., 1971 ; Ryan & Ryan, 

1972). Mais les travaux de Lopez et coll. (1999) n’ont pas permis d’observer un tel phénomène sur glucose. Le 

cation Ca2+ serait également accumulé en présence de certains acides (Mori et al., 1998). 

Chez S. cerevisiae, la régulation du pH intracellulaire ne se réalise donc pas uniquement par l’expulsion 

de protons par les ATPases. Il apparaît en effet qu’un ensemble complexe de différents mécanismes soit mis en 

œuvre dans cet objectif. 

1432. Induction de systèmes de régulations de l’expression de gènes. 

Un autre type de mécanisme de défense contre les acides organiques concerne l’activation de systèmes de 

régulation, qui peuvent prendre différentes formes. Les réseaux génomiques et enzymatiques responsables de ces 

successions d’évènements demeurent généralement extrêmement complexes et ne sont compris que dans une 

moindre mesure (Abbott et al., 2008 ; Schuller et al., 2004). 

En général, la voie HOG est activée en réponse à un stress osmotique. Cependant, elle semble également 

déclenchée par l’acide acétique. Celui-ci, une fois dans la cellule, génère un signal inconnu permettant d’activer 

les gènes HOG1 et SLT2 transitoirement. Ils œuvrent alors dans la réponse cellulaire au stress. Cependant, seul le 

premier permet à S. cerevisiae d’augmenter sa tolérance vis-à-vis de l’acide acétique, sans pour autant induire la 

production de glycérol habituelle à la voie HOG (Mollapour & Piper, 2006). L’activation de HOG1 entraîne celle 

de la cascade Hog-MAPK (cascade de la protéine kinase activée par le mitogène HOG). Ensuite, cette kinase 

phosphoryle la Fps1p, forme majeure d’aquaglycéroporines par laquelle peuvent transiter l’acide acétique, l’eau 

et d’autres solutés de petite taille (Mollapour & Piper, 2007). Sa phosphorylation la rend cependant incapable 

d’assurer le transport d’une quelconque molécule à travers la membrane, puisqu’elle subie alors une endocytose 

puis une dégradation. Ce phénomène mène au blocage du transport de l’acide acétique, et permet ainsi d’en 

améliorer sa tolérance (Mollapour & Piper, 2007). La cible Fps1p semble donc être un élément clef dans 
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l’apparition d’une tolérance accrue à l’acétate chez S. cerevisiae par l’intermédiaire de la voie HOG. Cependant, il 

se peut également que cette tolérance soit imputable à la cascade de la MAPK, qui pourrait en effet altérer 

l’expression d’environ 10 % du génome. 

Les protéines Haa1p, War1p, Msn2p et Msn4p sont quant à elles des facteurs de régulation 

transcriptionnelle (Fernandes et al., 2005 ; Kren et al., 2003 ; Schuller et al., 2004). War1p est activée en 

réponse à un stress acide, et permet notamment la synthèse de Pdr12p et de Fun34p, qui serait un transporteur de 

l’ammoniaque. Haa1p est également active lors d’une réponse de la cellule à un stress causé par des acides 

organiques (Abbott et al., 2008), et notamment par les moins lipophiles. Son action cible dix gènes, dont elle en 

surexprime neuf très rapidement. TPO2 et TPO3 codent pour des symports à proton membranaires de la MFS 

(Fernandes et al., 2005). YGP1 permet quant à lui la synthèse d’une glycoprotéine peu connue de la membrane, 

lors de limitations nutritionnelles ou d’autres conditions de stress (Fernandes et al., 2005). La délétion de l’un ou 

plusieurs de ces gènes provoque une sensibilité accrue à l’acide acétique. Enfin, les facteurs de transcription 

Msn2p et Msn4p permettent à la cellule d’enclencher une réponse générale au stress (Gasch et al., 2000). 

Outre la Pdr12p, quatre protéines plasma-membranaires de réponse au stress sont également induites 

lors d’un stress acide. C’est le cas des transporteurs Azr1p et Yrs1p. Le mécanisme exact de ces protéines est mal 

documenté, mais elles participent à la résistance au stress acétate (Cui et al., 1996 ; Tenreiro et al., 2000). Il est 

intéressant de noter que deux protéines caractéristiques du stress thermique sont également induites. Hsp30p, un 

régulateur de l’ATPase à proton, est aussi induite par l’éthanol et des concentrations en glucose élevées 

(Alexandre et al., 2001 ; Erasmus et al., 2003 ; Gasch & Werner-Washburne, 2002 ; Piper et al., 1997). Hsp26p 

est quant à elle également induite suite à un choc osmotique. Elle permettrait de préparer les protéines 

dénaturées des cellules soit pour leur dégradation, soit pour leur renaturation (Carmelo et al., 1997 ; Causton et 

al., 2001 ; de Nobel et al., 2001 ; Rep et al., 2000 ; Yale & Bohnert, 2001). 

La mise en place des différents systèmes de régulation pourrait également avoir un effet sur les réserves 

intracellulaires en carbone. Ainsi, un stress sorbique (9 mM) a conduit à une accumulation de tréhalose (Cheng et 

al., 1999). Or la tréhalose synthase est potentiellement activée par le fructose-6-P, qui s’accumule dans la cellule 

suite à l’inhibition de la phosphofructokinase, lors d’un stress acide sous certaines conditions de culture (François 

et al., 1986 ; Krebs et al., 1983 ; Pearce et al., 2001). Toutefois, il faut noter qu’aucune inhibition de la 

phosphofructokinase n’a pu être observée lors d’une phase exponentielle de croissance en culture discontinue 

(Warth, 1991). Dans ces conditions, et plus précisément pour des taux de croissance anaérobie compris entre 

0,05 et 0,1 h-1, une diminution des réserves en tréhalose a été rapportée suite à un stress acétate (30 mM), de 

l’ordre de 16 à 18 % (Arneborg et al., 1995). Cette observation a également été faite en aérobiose, avec une 

consommation des réserves en glycogène et tréhalose de l’ordre de 50 % suite à un stress acétate (1,66 mM) 

(Guillou, 1996 ; Poilpré, 2002). Ce phénomène pourrait permettre à la cellule d’obtenir de l’énergie. 

Cependant, cette consommation étant largement supérieure aux besoins énergétiques estimés (facteur 26), il se 

peut que l’activation de la tréhalase soit activée lors d’un stress acide (Valle et al., 1986). 
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1433. Stratégies d’adaptation des cellules à l’acide acétique 

Lors du procédé industriel de production d’éthanol carburant de seconde génération, l’hydrolysat 

ligno-cellulosique sur lequel croîssent les microorganismes contient une quantité non négligeable d’inhibiteurs de 

l’activité biologique, dont l’acide acétique jusqu’à 10 g L-1. Cette composition, hostile pour les levures, a poussé 

certains chercheurs à travailler sur l’adaptation de S. cerevisiae à la présence d’acide acétique. Différentes stratégies 

ont alors été adoptées. 

L’équipe de Kawahata (2006) a analysé l’altération de l’expression de nombreux gènes lors d’un choc à 

l’acide et d’une adaptation. Pour réaliser le choc, les cellules ont été prélevées en début de phase exponentielle de 

croissance, puis inoculées sur milieu riche YNB (Yeast Nitrogen Base) additionné de 0,3 % (P/V) d’acide acétique, 

à 30 °C pendant 30 minutes. Cette première étape d’adaptation de la cellule a montré une forte induction de 

gènes impliqués dans la réponse aux stress, comme YGP1, TPS1 ou encore HSP150. L’adaptation a été caractérisée 

par une culture différente. Après une croissance d’environ 12 heures sur YNB, les cellules ont été prélevées, 

lavées, puis inoculées sur YNB supplémenté de 0,3 % (P/V) d’acide acétique, à 30 °C jusqu’à atteindre une 

densité optique de 1. Les gènes induits étaient alors différents, et correspondaient au métabolisme du fer chez 

S. cerevisiae (FIT2, ARN1, ARN2, etc.). Il est intéressant de noter qu’ALD6 a été légèrement ou fortement réprimé, 

respectivement lors du choc et de l’adaptation de la cellule à l’acétate. A l’inverse, l’ALD4 a été légèrement 

surexprimé au cours de l’adaptation. Le gène CIT2 est également surexprimé pendant les deux mécanismes 

(Kawahata et al., 2006). Fernandes et ses collaborateurs (2005) ont également rapporté que l’expression des 

gènes TPO2, TPO3 et YCP1 était nécessaire à l’augmentation de la vitesse d’adaptation aux acides organiques. 

D’autres travaux ont porté sur un procédé innovant de culture : le cytostat. Ce système couple un 

cytomètre en flux en série avec un bioréacteur en mode continu et supplémenté en acide acétique (Gilbert et al., 

2009). En maîtrisant la concentration de cellules, ce procédé a permis d’isoler des mutants plus tolérants en 

moins de cinq jours. Ceux-ci étaient capables de croître plus rapidement en présence de fortes concentrations en 

acide acétique et en éthanol, ainsi que sous des températures élevées. En présence d’une concentration élevée de 

cet acide, les mutants étaient également capables de produire de l’éthanol plus rapidement et à plus haute 

température. L’analyse du génome a rapporté une amplification de différents gènes chez tous les mutants. 

Certains présentent en outre une surexpression des gènes LPP1, codant pour une lipide-phosphate phosphatase, et 

ENA1, ENA2, ENA5, codants pour une ATPase impliquée dans le transport de Na+. 

L’équipe de Giannattasio (2005) a quant à elle adapté S. cerevisiae en l’incubant sur milieu riche à pH 3, 

pendant 30 minutes et en présence d’acide chlorhydrique. Ceci a ensuite permis de cultiver ces cellules en 

présence de 80 mM d’acide acétique pendant 200 minutes sans observer de diminution de la viabilité cellulaire. Il 

est très intéressant de noter que dans ce cas, l’activité de la catalase a augmenté pendant l’activation du 

mécanisme d’adaptation et lors du maintien de la protection de l’apoptose induite par l’acétate. 
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Enfin, deux stratégies distinctes d’ingénierie évolutive ont conduit à l’adaptation de S. cerevisiae à l’acide 

acétique lors de cultures sur xylose (Wright et al., 2011). Une succession de 54 cultures discontinues, couplée à 

une augmentation progressive de la concentration en acide de 0 à 6 g L-1, a ainsi permis de réduire la chute du 

taux de croissance en fonction de cette concentration, de 0,2 à 0,07 h-1. D’autre part, la conduite d’un 

bioréacteur continu pendant 225 jours, également couplée à une augmentation progressive de la concentration en 

acide de 1 à 4,8 g L-1, a permis d’améliorer la vitesse spécifique de consommation de xylose de 1 à 1,7 g gX
-1 h-1. 

L’adaptation à l’acide acétique est donc inductible, mais non constitutive. Le transfert des microorganismes ainsi 

obtenus dans un nouveau bioréacteur en continu n’a effectivement pas permis de conserver les traits 

physiologiques observés à la fin de la phase d’adaptation. 
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Souche Dénom inat ion Génotype Ut ilisat ion Référence

CEN.PK 1 1 3 - 7 D WT Souche sauvage Chapitres 3, 4, 5 van Dijken et  al., 2000

CEN.PK 1 1 3 - 7 D -  

pRS4 2 5 ADHCI T2

CIT2+ pRS425ADHCIT2 Chapitre 5 Chen et  al., 2002 

Mouret, 2006

BY4 7 4 1 WT MATa his3! 1 ;  leu2! 0 ;  m et15! 0 ;  ura3! 0 Chapitre 7 Brachmann et  al., 1998

BY4 7 4 1  -  ! ALD6 ! ALD6 MATa his3! 1 ;  leu2! 0 ;  m et15! 0 ;  ura3! 0 

ALD6! : : KanMX4

Chapitre 7 Saccharom yces 

Genome Deletion 

Project

21. METHODES DE CULTURE 

211. SOUCHES ET MILIEU DE CULTURE 

2111. Souches étudiées 

Quatre souches haploïdes de l’espèce Saccharomyces cerevisiae ont été utilisées pour la réalisation des 

différents travaux présentés (Tableau 2). 

La souche CEN.PK 113-7D est une souche répandue et considérée comme une référence dans les 

laboratoires étudiant le métabolisme et la physiologie de S. cerevisiae (van Dijken et al., 2000). Elle a été utilisée 

comme souche témoin vis-à-vis de la souche CIT2+. 

La souche CIT2+ est une CEN.PK 113-7D dont le gène CIT2, codant pour une citrate synthase 

peroxysomale, a été surexprimé. Cette surexpression a été réalisée grâce à l’insertion du plasmide 

pRS425ADHCIT2 (Chen et al., 2002) dans une souche CEN.PK 113-7D auxotrophe pour la leucine (Mouret, 

2006). Ce plasmide contient le gène constitutif LEU2 ainsi que le gène CIT2, soumis au promoteur de l’alcool 

déshydrogénase. 

La souche BY4741 est dérivée de la souche S288c (Brachmann et al., 1998) et fait partie des souches 

références du « Saccharomyces Genome Deletion Project » (consultable sur la page Internet http://www- 

sequence.stanford.edu/group/yeast_deletion_project/deletions3.html). Elle est auxotrophe pour la leucine, 

l’histidine, la méthionine et l’uracile. Elle a été utilisée comme souche témoin vis-à-vis de la souche ∆ALD6. 

Tableau 2 : Récapitulatif des souches étudiées. 

 

 

 

 

 

 

La souche ALD6 est une BY4741 pour laquelle le gène ALD6, codant pour un isoforme de 

l’acétaldéhyde déshydrogénase NADP+ dépendant, a été supprimé. La stratégie d’intégration par recombinaison 

homologue utilisée par les laboratoires du « Saccharomyces Genome Deletion Project » a permis de conserver les 

même auxotrophies que la souche sauvage (Giaever et al., 2002). 
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Une banque cellulaire a été réalisée pour chaque souche. Les cellules ont été prélevées en phase de 

croissance exponentielle lors d’une culture sur milieu riche « Yeast extract Peptone Dextrose » (YPD). Après 

addition de glycérol stérile à un ratio de 30/70 (Vglycérol / Vculture), le mélange a été aliquoté dans des vials d’un 

millilitre, stockés ensuite à - 80 °C. 

2112. Milieux de cultures utilisés 

Plusieurs milieux de culture riches ou chimiquement définis ont été préparés pour assurer les différentes 

cultures. Leur composition a été définie dans le but d’éviter toute limitation nutritionnelle de la croissance. Les 

différents composés ont été solubilisés dans de l’eau distillée, sauf précision. 

Yeast extract Peptone Dextrose (YPD) 

Ce milieu de culture riche a été utilisé pour la réalisation des banques cellulaires. Sa composition pour un 

litre est la suivante : extrait de levure, 10 g ; peptone bactérienne, 20 g ; glucose, 20 g. Afin d’obtenir un milieu 

gélosé, de l’agar peut être ajouté à hauteur de 15 g L-1. La stérilisation a été assurée par traitement thermique. 

Milieu chimiquement défini – base 

Ce milieu chimiquement défini a servi de base pour la réalisation des cultures en bioréacteur et des 

précultures. Sa composition pour un litre est la suivante : 

 Milieu salin (préparé avec l’eau du réseau) : 

KH2PO4, 6 g ; (NH4)2SO4, 12 g ; MgSO4, 1 g. 

 Oligo-éléments : 

EDTA,Na2, 0,03 g ; ZnSO4,7H2O, 0,009 g ; MnSO4,H2O, 0,002 g ; CoCl2,6H2O, 0,0006 g ; 

CuSO4,5H2O, 0,0006 g ; Na2MoSO4,2H2O, 0,008 g ; CaCl2,2H2O, 0,009 g ; (NH4)2Fe(SO4)6, 

6H2O, 0,006 g ; H3BO3, 0,002 g. 

 Vitamines : 

D-biotine, 0,00024 g ; acide D-L-pantothénique, 0,005 g ; acide nicotinique, 0,005 g ; 

méso-inositol, 0,125 g ; thiamine, 0,005 g ; pyridoxine, 0,005 g ; acide para-aminobenzoïque, 

0,001 g. 

 Source carbonée : 

Glucose, 100 g (bioréacteurs) ou 20 g (précultures). 

 

Les sels minéraux et le glucose ont été stérilisés séparément par voie thermique, alors que les solutions 

stock (concentrées 500 fois) de vitamines et d’oligo-éléments l’ont été par filtration à 0,2 μm. 
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Milieu chimiquement défini – variante carnitine 

Ce milieu chimiquement défini a été utilisé pour une culture du chapitre 4. Il est identique au milieu de 

base, mais supplémenté en L-carnitine. Cette molécule a été ajoutée au milieu de culture afin d’obtenir une 

concentration intracellulaire de 0,8 g L-1 (chapitre 2124). La solution stock de carnitine ainsi préparée a été 

stérilisée par filtration à 0,2 μm. 

Milieu chimiquement défini – variante acide oléique 

Ce milieu chimiquement défini a été utilisé pour une culture des chapitres 3 et 4. Il est identique au 

milieu de base, mais supplémenté en acide oléique à hauteur de 50 g L-1. Cet acide a été stérilisé par filtration à 

0,2 μm. 

Milieu chimiquement défini – variante acide oléique + carnitine 

Ce milieu chimiquement défini a été utilisé pour une culture du chapitre 4. Il est identique au milieu de 

base, mais supplémenté en acide oléique à hauteur de 50 g L-1 ainsi qu’en carnitine de manière à obtenir une 

concentration intracellulaire de 0,8 g L-1. 

Milieu chimiquement défini – variante BY4741 

Ce milieu chimiquement défini a été utilisé pour les cultures du chapitre 6. Il est identique au milieu de 

base, mais supplémenté en acides aminés et base azotée nécessaires pour complémenter les auxotrophies des 

souches BY4741. Il contient ainsi 2 g L-1 d’histidine, de leucine, de méthionine et d’uracile. Les acides aminés ont 

été préparés à 50 g L-1 dans une solution d’acide chlorhydrique à 1 M, alors que l’uracile a été préparée 50 g L-1 

dans une solution d’hydroxyde de sodium à 1 M. Leur stérilisation a été assurée par filtration à 0,2 μm. 

 

212. CULTURES DISCONTINUES ALIMENTÉES EN BIOREACTEUR 

Les cultures présentées dans ce manuscrit ont été réalisées en mode discontinu alimenté selon les 

procédures suivantes. 

2121. Précultures 

Les précultures ont été réalisées sur milieu chimiquement défini. Après décongélation, un vial du stock a 

été étalé sur boîte de Petri puis incubé 48 h à 30 °C. Une colonie isolée a alors été prélevée pour ensemencer un 

tube contenant 5 mL de milieu de culture, incubé 12 heures à 30 °C et 100 rpm. Le contenu de ce tube a ensuite 

servi à la propagation des cellules en deux étapes en fioles d’Erlenmeyer bafflées, contenant 30 puis 300 mL de 

milieu de culture. Chaque étape a été incubée 10 heures à 30 °C et 100 rpm. Les 300 mL de culture ainsi obtenus 

ont été utilisés pour l’ensemencement d’un bioréacteur. 



Chapitre 2 – Matériel et Méthodes 

 

DOCUMENT CONFIDENTIEL (septembre 2013 – 2023) 68 

0 

20 

40 

60 

80 

100 

0 10 20 30 40 50 60 

G
lu

c
o

s
e
 (

g
 L

-1
) 

Temps (h-1) 

2122. Stratégie d’apport carboné 

Glucose 

Les cultures présentées ont été réalisées en mode discontinu alimenté. Le glucose a ainsi été apporté au 

milieu de culture par ajouts séquentiels à partir d’une solution stock de 650 g L-1. Ils ont été réalisés afin de 

maintenir la concentration en glucose dans le bioréacteur entre 20 et 100 g L-1 en début de culture, puis entre 20 

et 50 g L-1 en fin de culture, afin de limiter le stress osmotique (Figure 16). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 16 : Exemple d’évolution de la concentration en glucose dans le bioréacteur. 
Les traits en pointillés correspondent aux ajouts de glucose. 

 

Acide oléique 

L’acide oléique a également été apporté au milieu de culture par ajouts séquentiels à partir d’une 

solution stock pure. Ils ont été réalisés afin de maintenir la concentration en acide oléique dans le bioréacteur à 

50 g L-1. 

2123. Stratégie d’apports en vitamines et oligo-éléments 

La stratégie d’ajouts séquentiels des vitamines est basée sur la croissance cellulaire. Un premier apport a 

été réalisé avant l’ensemencement du bioréacteur, permettant d’atteindre les concentrations sus-citées (chapitre 

2112). Puis des ajouts exponentiels ont été réalisés à chaque doublement de la population cellulaire, de manière à 

ce que la concentration équivalente en vitamines ajoutées exponentiellement soit identique à la concentration 

initiale. Cette stratégie a été adoptée car elle permet d’améliorer la production d’éthanol ainsi que le profil de 

viabilité (Alfenore et al., 2002). 
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La stratégie d’ajouts séquentiels des oligo-éléments est la même que celle adoptée pour les vitamines. 

Cependant, aucun apport initial n’a été réalisé. Les concentrations équivalentes en oligo-éléments ajoutés sont 

celles sus-citées (chapitre 2112)  

2124. Stratégie d’apports particuliers 

Carnitine 

La stratégie d’ajouts séquentiels de la carnitine est identique à celle des oligo-éléments. Elle a été ajoutée 

afin d’obtenir une concentration intracellulaire en carnitine de 0,8 g L-1 au moment de chaque apport. 

Cette concentration a été fixée suite à la mesure in-vitro, sur extrait acellulaire de S. cerevisiae 

CEN.PK 133-7D, de l’activité de la carnityl-acétyl transférase en fonction de ce substrat (Figure 17). En 

condition saturante en acétyl-coA, la Catp présente en effet une activité spécifique maximale entre 0,3 et 

0,9 g L-1. Pour des valeurs supérieures, la carnitine inhibe la réaction enzymatique. En outre, la constante de 

Michaelis-Menten (Km) observée vaut 0,23 mM. Le volume cellulaire retenu pour les calculs d’ajout de carnitine 

était 1,43 mL g-1 (Mouret, 2006). 

Le profil observé est similaire à celui observé par Mouret (2006) avec la même souche et dans les mêmes 

conditions (Figure 17). Le Km est également cohérent avec la littérature, qui fournit des valeurs comprises entre 

0,17 et 0,23 mM (Kispal et al., 1991 ; Mouret, 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 17 : Profil de l’activité spécifique de la Catp en fonction de la concentration en L-carnitine, 

en condition in-vitro saturante en acétyl-coA ( ; —). Profil obtenu par Mouret (2008) ( ; ). 
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Acides aminés et base azotée 

La stratégie d’ajouts séquentiels des acides aminés et de la base azotée est identique à celle des 

oligo-éléments. Les concentrations équivalentes en acides aminés et base azotée ajoutés sont les mêmes que celles 

sus-citées (chapitre 2112). 

2125. Stratégie d’apport en dioxygène 

L’apport en dioxygène a été assuré par un flux continu d’air ambiant, préalablement stérilisé par 

filtration à 0,2 m. Afin de respecter le caractère aérobie des cultures, la gestion du couple débit d’air – agitation 

a été menée de manière à conserver une pression partielle en oxygène dissous (pO2) supérieure à 20 % de la 

valeur maximale (7,71 mg L-1 dans ces conditions de culture). 

Il est à noter que cette aération par apport d’air ambiant n’a été mise en œuvre qu’entre 3 à 5 heures 

après ensemencement, afin d’éviter une limitation de la croissance par stripage du CO2 dissous. L’aération était 

alors assurée par les échanges à l’interface air – liquide. 

2126. Dispositif expérimental 

Les cultures ont été réalisées dans des bioréacteurs Biostat B-DCU B.Braun (Sartorius AG). Les cuves en 

aluminium sont munies de septa sous le niveau de la phase liquide, permettant l’échantillonnage à l’aide d’une 

seringue en s’affranchissant du volume mort. L’agitation est assurée par deux étages de pales Rushton. La 

température est régulée à 30 °C grâce à un système de double enveloppe entourant les cuves et à un capteur de 

température. Le pH est mesuré à l’aide d’une électrode à pH (Mettler Toledo, 405-DPAS-SC-K8S/325) et 

régulé à une valeur de 4 par apport automatisé d’une solution d’ammoniaque à 14 % (V/V). La pression est 

mesurée à l’aide d’un capteur (PMA Proze und Maschinen-Automation-GmbH, typ 9404-263-20071). Enfin, la 

pression partielle en oxygène dissous est mesurée grâce à un capteur ampérométrique (Mettler Toledo, Inpro 

6050) (Figure 18). L’isolement stérile de l’intérieur du bioréacteur vis-à-vis de l’environnement du laboratoire 

est assuré par l’étanchéité des joints et par un système de filtres 0,2 m sur les entrées et les sorties des gaz. 
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Figure 18 : Schéma du dispositif expérimental ( : flux de liquide de refroidissement ; > : flux de données). 
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22. TECHNIQUES ANALYTIQUES 

221. METHODE D’ECHANTILLONNAGE 

Plusieurs types d’échantillonnage ont été utilisés afin de caractériser les différents éléments du milieu de 

culture. Pour le dosage de la biomasse, les prélèvements ont été réalisés au travers d’un septum, à l’aide d’une 

seringue. 

Pour le dosage des métabolites du milieu de culture, les prélèvements ont été réalisés au travers d’un 

septum, à l’aide d’une seringue équipée d’un filtre 0,45 m. Ceci permet d’éviter l’évolution hors réacteur des 

concentrations en métabolites extracellulaires en séparant directement la biomasse du milieu de culture. 

Enfin pour le dosage des activités enzymatiques, les prélèvements ont été réalisés au travers d’un 

septum, à l’aide d’une seringue, pour être ensuite directement centrifugés à 4 000 g pendant 4 minutes à 4 °C, 

rincés à l’eau physiologique (NaCl à 9 g L-1) à 4 °C, puis centrifugés à nouveau à 4 000 g pendant 4 minutes à 

4 °C. Les culots ainsi obtenus ont été conservés à - 20 °C. 

 

222. CARACTERISATION DE LA BIOMASSE 

2221. Estimation par technique spectrophotométrique 

Cultures sur glucose seul 

Afin d’assurer la conduite des cultures, la concentration en biomasse a été estimée par mesure de la 

densité optique (DO) à 620 nm à l’aide d’un spectrophotomètre (Hitachi High Technologies America Inc., 

Hitachi U-1100 ou Biochrom, Libra S4). Une corrélation DO / masse sèche a préalablement été établie. 

Cultures sur glucose plus acide oléique 

En présence d’acide oléique dans le milieu de culture, les échantillons ont subi un traitement préalable 

afin d’éliminer cette molécule. 500 L de milieu de culture ont ainsi été mélangés à 500 L d’isopropanol. Après 

vortexage pendant une minute et centrifugation à 12 000 g pendant 3 minutes, le culot a été resuspendu dans 

500 L d’eau distillée et utilisé pour la mesure spectrophotométrique à 620 nm. 

2222. Dosage de la masse sèche 

Cultures sur glucose seul 

La détermination de la masse sèche de cellules a été réalisée par méthode gravimétrique. Un échantillon 

de milieu de culture de volume connu (fixé pour obtenir environ 100 mg de biomasse) a été filtré à l’aide d’une 
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membrane de porosité 0,45 m (Sartorius AG). Après rinçage à l’eau distillée, cette membrane a été séchée dans 

une étuve à 60 °C sous vide partiel (200 mmHg, soit approximativement 26,7 kPa) pendant 48 h. La mesure de la 

masse sèche de la membrane avant et après filtration a ainsi permis de déterminer la concentration en biomasse 

dans le bioréacteur. 

Cultures sur glucose plus acide oléique 

En présence d’acide oléique dans le milieu de culture, la détermination de la masse sèche de cellules a été 

réalisée par la même méthode. Cependant, la membrane a été rincée à l’hexane puis à l’eau distillée après 

filtration du milieu de culture. Cette étape a permis d’éliminer l’acide oléique sans endommager les cellules. 

2223. Mesure de la viabilité cellulaire 

Cultures sur glucose seul 

Dans l’ensemble des travaux présentés ici, le terme de viabilité fait référence à l’intégrité de la 

membrane cellulaire (Postgate, 1967). 100 L de milieu de culture ont été mélangés à 100 L de bleu de 

méthylène (bis-(diméthylamino)-3,7phenazathionium chlorure). Après 20 mn de réaction, un comptage des 

cellules incolores (« viables ») et bleues (« non viables ») a été réalisé à l’aide d’une cellule de Thoma et d’un 

microscope optique (Nikon, Eclipse E100). Afin d’assurer une erreur expérimentale inférieure à 10 %, le nombre 

de cellules doit être compris entre 150 et 300, réparties sur au moins 5 carreaux (Postgate, 1967). La viabilité 

cellulaire est alors calculée par le ratio (cellules non viables / cellules totales). 

Cultures sur glucose plus acide oléique 

En présence d’acide oléique dans le milieu de culture, la détermination de la viabilité cellulaire a été 

réalisée par la même méthode. Cependant, les cellules ont été lavées à l’isopropanol avant l’étape de coloration, 

comme précédemment expliqué (chapitre 2221). 

2224. Caractérisation de la composition élémentaire 

La composition élémentaire de la biomasse (carbone, hydrogène, oxygène, azote, phosphore et soufre) a 

été caractérisée via le Service Central d’Analyses - Institut des Sciences Analytiques (C.N.R.S., Villeurbanne, 

69100). 

 

223. DOSAGE DES SUBSTRATS ET METABOLITES 

2231. Dosages par Chromatographie Liquide à Haute Performance 

Les concentrations du glucose et des principaux métabolites (éthanol, glycérol, acides acétique, 

succinique et pyruvique) ont été mesurées par chromatographie liquide à haute performance (C.L.H.P.) (Tableau 
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Détect ion Quant ificat ion

g L-1 g L-1 g L-1

Glucose C.L.H.P RI 11,08 nd nd 2,5 - 50

Tréhalose C.L.H.P RI 11,03 nd nd 0,5 - 15

A. oléique C.P.G. FID 20,281 nd nd 0,5 - 2,5

Ethanol C.L.H.P RI 26,32 0,069 0,230 0,3 - 50

Ethanol C.P.G. FID 0,025 0,083 0,06 - 1,5

Glycérol C.L.H.P RI 16,16 0,049 0,163 0,2 - 10

A. acét ique C.L.H.P PDA 210 nm 18,35 0,046 0,153 0,15 - 10

A. acét ique C.P.G. FID 0,016 0,053 0,5 - 3

A. succinique C.L.H.P PDA 210 nm 14,25 0,024 0,080 0,075 - 5

A. pyruvique C.L.H.P PDA 210 nm 11,61 0,015 0,050 0,05 - 2,5

Gam m e de 

linéar ité 

considérée
Molécule Technique Détecteur

Tem ps de 

rétent ion ( m n)

Seuils

3). L’appareil utilisé était un chromatographe (Waters, Alliance 2690) équipé d’une colonne Aminex HPX 87-H+ 

(300 mm  7,8 mm). La détection des molécules a été assurée par deux détecteurs : l’un à indice de réfraction 

(réfractomètre Waters 2414) et l’autre à rayonnement UV à 210 nm (barrette de diodes Waters 996). L’éluant 

était de l’H2SO4 à 5 mM à un débit de 0,5 mL mn-1, et la température de la colonne fixée à 50 °C. 

2232. Dosages par Chromatographie en Phase Gazeuse 

Des concentrations faibles en acide acétique et en éthanol ont pu nécessiter des dosages par 

chromatographie en phase gazeuse (C.P.G.) (Tableau 3). L’appareil utilisé était un chromatographe (Hewlett 

Packard, 5890A) équipé d’une colonne Poraplot Q (25 m  0,53 mm). La détection des molécules a été assurée 

par un détecteur FID à 270 °C. Le gaz vecteur était de l’azote à un débit de 20 mL mn-1 et la gestion des 

températures la suivante : température initiale de la colonne à 115 °C, température finale à 235 °C, rampe de 

température de 12 °C mn-1 avec un isotherme final de 10 mn. 

Le dosage de l’acide oléique a également été assuré par méthode C.P.G. à partir des surnageants obtenus 

après lavage à l’isopropanol et centrifugation (chapitre 2221 ; Tableau 3). Les molécules d’acide oléique ont été 

rendues volatiles par méthylation de leur fonction carboxylique par traitement au triméthylsulphonium hydroxyde 

(0,2 mol L-1). Puis les échantillons ont été analysés à l’aide d’un chromatogramme (HP 6890 Series GC System) 

équipé d’une colonne CP-Select CB for FAME fused silica WCOT (50 m  0,25 mm). La détection de l’acide 

oléique a été assurée par un détecteur FID à 250 °C. Le gaz vecteur était de l’azote à un débit de 50 mL mn-1 et la 

gestion des températures la suivante : température d’injecteur à 140 °C, température initiale de la colonne à 

50 °C, température finale à 235 °C, rampes de température de 8 °C mn-1 pendant 3 mn, 13 °C mn-1 pendant 

5 mn, 1,5 °C mn-1 pendant 27 mn et 5 °C mn-1 pendant 12 mn, avec un isotherme final de 10 mn. 

 

Tableau 3 : Temps de rétention, seuils de détection et de quantification et gammes de linéarité des composés dosés par chromatographie. 
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2233. Dosages par technique enzymatique 

Une mesure rapide de la concentration en glucose était nécessaire pour assurer la conduite des cultures. 

Elle a donc également été réalisée par technique enzymatique à l’aide d’un analyseur YSI 27 A (YSI Life Science). 

La concentration en acide citrique a également été mesurée par technique enzymatique à l’aide d’un kit 

de dosage spécifique (Kit Citrate, BioSentec). 

La mesure de la concentration en carnitine dans le milieu de culture a été réalisée par suivi de la réaction 

enzymatique suivante à 30 °C : 

 

Le TNB ainsi libéré est un produit jaune possédant une absorbance caractéristique à 412 nm. Le dosage a 

donc été réalisé directement dans une cuve adaptée à la mesure spectrophotométrique. Les différents composés 

du milieu réactionnel ont été successivement ajoutés comme suit : 825 μL de DTNB 1 g L-1 dilué dans du tampon 

de dosage (pH 7,7 ; Tris-HCl, 50 mM ; CaCl2, 100 mM ; EDTA,Na2, 1 mM ; Benzamidine HCl, 1 mM), 100 μL 

d’échantillon, 50 μL d’acétyl-coA 5 mM, 25 μL de carnitine-acétyl transférase de muscle de poitrine de pigeon 

(Sigma-Aldrich) diluée au dixième (soit  70 mU). 

L’évolution de la réaction a été suivie par la mesure de densité optique à 412 nm à l’aide d’un 

spectrophotomètre à double faisceau (Hewlett Packard, 8452A) permettant de réguler la température de réaction 

à 30 °C. La différence entre les DO initiale et finale a ainsi permis de déterminer la concentration en carnitine 

dans le milieu de culture, à l’aide d’un étalonnage préalable avec de la L-carnitine commerciale (Sigma-Aldrich). 

 

224. ANALYSE DES GAZ 

L’analyse de la composition de l’air en entrée et en sortie du bioréacteur a été assurée par un 

spectromètre de masse Proline Dycor2a (Ametek Process Instruments). Des mesures ont ainsi été effectuées 

toutes les 5 minutes. La calibration de l’appareil a été réalisée à l’aide d’un air commercial de composition 

connue. 

 

225. ESTIMATION DE L’ETHANOL EVAPORE 

Lors d’une culture aérobie à 30 °C, une part de l’éthanol produit s’évapore et se retrouve dans l’air de 

sortie. Le système de condensation des gaz en sortie du bioréacteur permet de reliquéfier une partie de cette 

molécule. Cependant, une fraction non négligeable d’éthanol passe tout de même cette étape de condensation 
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sous forme gazeuse et n’est donc pas mesurée par la technique de C.L.H.P. L’évaporation de l’éthanol a donc été 

estimée et prise en compte lors du traitement des données. Une maquette froide a ainsi été réalisée dans les 

conditions identiques de culture sus-citées, mais sans cellules (Figure 19). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 19 : Estimation de la vitesse volumique d’évaporation de l’éthanol en maquette froide, 

à un débit d’air entrant d’1 L mn-1 (—) et de 0,5 L mn-1 (). 

 

226. DOSAGE DES ACTIVITES ENZYMATIQUES 

2261. Préparation des extraits acellulaires 

Environ 50 mg de biomasse ont été prélevés comme précédemment expliqué (chapitre 221). Après 

décongélation du culot, les cellules ont été lysées par voie mécanique. Chaque échantillon a ainsi été mélangé à 

1 mL de tampon d’extraction à 4 °C (pH 7,7 ; Tris-HCl, 50 mM ; CaCl2, 100 mM ; EDTA,Na2, 1 mM ; 

Benzamidine HCl, 1 mM) et 2 g de billes de verre d’un diamètre compris entre 425 et 600 m (Sigma-Aldrich). 

Le mélange obtenu a ensuite subi quatre fois le cycle suivant : vortexage pendant 30 s, refroidissement dans la 

glace pendant 30 s. Après centrifugation à 4 000 g pendant 10 mn à 4 °C, le surnageant a été conservé pour la 

suite du dosage. 

2262. Dosage des protéines 

La concentration en protéines dans le surnageant a été déterminée par la méthode de Bradford (1976). 

Après une dilution nécessaire (gamme de validité de la méthode entre 0,1 et 1,4 mg mL-1), 0,05 mL de 

surnageant dilué a été mélangé à 1,5 mL de réactif de Bradford (Sigma-Aldrich). Après incubation 20 mn à 

température ambiante, la densité optique a été mesurée à 595 nm à l’aide d’un spectrophotomètre (Biochrom, 

Libra S4). L’étalonnage de la mesure a été assuré grâce à de l’albumine de sérum bovin solubilisée dans du tampon 

d’extraction (Sigma). 
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2263. Dosage des activités enzymatiques 

Plusieurs activités spécifiques enzymatiques ont été dosées lors des différentes expériences, à partir du 

surnageant obtenu après centrifugation (chapitre 2261). Dans tous les cas, l’évolution de la réaction a été suivie 

par la mesure de densité optique à une longueur d’onde déterminée, à l’aide d’un spectrophotomètre à double 

faisceau (Hewlett Packard, 8452A ou Hach Lange, DR 500) permettant de réguler la température de réaction à 

30 °C. 

La pente de la droite obtenue dans les premiers temps de la réaction a ainsi permis de calculer l’activité 

spécifique de chaque enzyme grâce à l’équation suivante : 

  

   

AS = Vi ´ C(A=1) ´
Vtot

Vcell

´
1

Cprot

 

Équation 5 

où : 

 AS est l’activité spécifique de l’enzyme étudiée (mU mgprotéines
-1), 

 Vi est la vitesse maximale initiale de la réaction, soit la pente expérimentale (mn-1), 

 C(A=1) est la quantité de produit (celui dont la formation est directement mesurée par 

spectrophotométrie) obtenue dans un millilitre de mélange réactionnel pour une unité de 

densité optique (nmol mL-1). Elle est déterminée par la loi de Beer-Lambert (A =  × C × l), 

 Cprot est la concentration en protéines de l’extrait acellulaire (mg mL-1), 

 Vcell est le volume d’extrait acellulaire ajouté au mélange réactionnel (mL), 

 Vtot est le volume total du mélange réactionnel (mL). 

 

Carnitine-acétyl transférase (Catp) 

L’activité spécifique de la Catp a été déterminée par suivi de la libération de coenzyme A selon les 

réactions suivantes : 

 

Le produit libéré directement mesuré est le TNB, possédant une absorbance caractéristique à 412 nm. 

Son coefficient d’extinction molaire () à cette longueur d’onde est égal à 14 150 L mol-1 cm-1. Les différents 

composés du milieu réactionnel ont été successivement ajoutés comme suit : (930 - x) μL de tampon de dosage 
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(pH 7,7 ; Tris-HCl, 50 mM ; CaCl2, 100 mM ; EDTA,Na2, 1 mM ; Benzamidine HCl, 1 mM), 80 μL de DTNB à 

1 g L-1 dilué dans du tampon de dosage, x μL d’extrait cellulaire, 20 μL d’acétyl-coA 5 mM, 10 μL de carnitine 

10 mM. 

Citrate synthase (Citp) 

L’activité spécifique de la Citp a été déterminée par suivi de la libération de coenzyme A selon les 

réactions suivantes : 

 

Le produit libéré directement mesuré est également le TNB, à 412 nm. Les différents composés du 

milieu réactionnel ont été successivement ajoutés comme expliqué pour le dosage de l’activité de la Catp. 

Cependant, la carnitine 10 mM a été remplacée par de l’oxaloacétate 10 mM. 

Acétaldéhyde déshydrogénase NADP+ dépendante, isoforme 6 (Ald6p) 

L’activité spécifique de l’Ald6p a été déterminée par suivi de la libération de NADPH selon la réaction 

suivante : 

 

Le produit libéré directement mesuré est le NADPH, possédant une absorbance caractéristique à 

340 nm. Son coefficient d’extinction molaire à cette longueur d’onde est égal à 6 220 L mol-1 cm-1. Les différents 

composés du milieu réactionnel ont été successivement ajoutés comme suit : (940 - x) μL de tampon de dosage 

(pH 8 ; Tris-HCl, 50 mM ; Pyrazole, 15 mM ; Dithiothréitol, 0,5 mM ; MgCl2, 10 mM), 50 μL de NADP+ 

8,5 mM dilué dans du tampon de dosage, x μL d’extrait cellulaire, 10 μL d’acétaldéhyde 20 mM. 

Acétaldéhyde déshydrogénases NAD+ dépendantes (AldpNAD+) 

L’activité spécifique des AldpNAD+ a été déterminée par suivi de la libération de NADH selon la réaction 

suivante : 

 

Le produit libéré directement mesuré est le NADH, possédant une absorbance caractéristique à 340 nm. 

Son coefficient d’extinction molaire à cette longueur d’onde est égal à 6 220 L mol-1 cm-1. Les différents 

composés du milieu réactionnel ont été successivement ajoutés comme suit : (940 - x) μL de tampon de dosage 

(pH 8 ; Tris-HCl, 50 mM ; Pyrazole, 15 mM ; Dithiothréitol, 0,5 mM ; MgCl2, 10 mM ; KCl, 10 mM), 50 μL de 

NAD+ 8,5 mM dilué dans du tampon de dosage, x μL d’extrait cellulaire, 10 μL d’acétaldéhyde 20 mM. 
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Glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6PDH) 

L’activité spécifique de la G6PDH a été déterminée par suivi de la libération de NADPH selon la réaction 

suivante : 

 

Le produit libéré directement mesuré est le NADPH, possédant une absorbance caractéristique à 

340 nm. Son coefficient d’extinction molaire à cette longueur d’onde est égal à 6 220 L mol-1 cm-1. Les différents 

composés du milieu réactionnel ont été successivement ajoutés comme suit : (950 - x) μL de tampon de dosage 

(pH 8 ; Tris-HCl, 50 mM ; MgCl2, 5 mM), 25 μL de NADP+ 20 mM dilué dans du tampon de dosage, x μL 

d’extrait cellulaire, 25 μL de glucose-6-P 200 mM. 

 

227. MESURE DE L’OSMOLALITE 

L’osmolalité du milieu de culture a été mesurée à l’aide d’un osmomètre (Messtechnik, Hermann 

Roebling type 12/12DR). Le principe de cette mesure repose sur la différence du point de congélation d’une 

solution en fonction de son osmolalité. L’appareil a préalablement été étalonné à l’aide d’eau « ultra-pure » 

(résistivité de 18,2 M cm à 25 °C ; zéro mOsm kgH2O
-1) et d’une solution étalon commerciale 

(300 mOsm kgH2O
-1). 
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23. TRAITEMENT DES DONNEES 

231. PRETRAITEMENT DES DONNEES BRUTES 

Les données brutes sont obtenues sous forme de concentrations (substrats et produits du milieu de 

culture). Afin de s’affranchir des variations de volume et des phénomènes de dilution en découlant, et ainsi 

permettre les calculs des paramètres de culture, les concentrations en substrats et produits ont été converties sous 

forme de masses cumulées. Les compositions en gaz ont quant à elles été converties en vitesses nettes. Ces calculs 

tiennent compte des variations de volume induites par l’ajout de substrats, la prise d’échantillons et l’ajout du 

liquide régulateur de pH. Il est à noter que le bioréacteur est considéré comme parfaitement agité. 

Les équations présentées ci-dessous découlent de l’établissement d’un bilan matière sur le système 

bioréacteur, dont l’écriture générale est la suivante pour un composé Z : 

  

   

Vitesse

Entrée

é 

ë 
ê 

ù 

û 
ú +

Vitesse

Production

é 

ë 
ê 

ù 

û 
ú =

Vitesse

Sortie

é 

ë 
ê 

ù 

û 
ú +

Vitesse

Consommation

é 

ë 
ê 

ù 

û 
ú +

Vitesse

Accumulation

é 

ë 
ê 

ù 

û 
ú 
 

  

   

QZ

E ´ CZ

E[ ] + rZ

P[ ] = QZ

S ´ CZ

S[ ] + rZ

C[ ] +
dZ

dt

é 

ë ê 
ù 

û ú 
 

Équation 6 

où : 

   

   

QZ

E
 et   

   

QZ

S
 sont les débits de la phase dans laquelle se retrouve le composé Z en entrée et en 

sortie du bioréacteur, respectivement (L h-1), 

   

   

CZ

E
 et   

   

CZ

S
 sont les concentrations du composé Z dans la phase dans laquelle il se retrouve en 

entrée et en sortie du bioréacteur, respectivement (g L-1), 

   

   

rZ

P
 et   

   

rZ

C
 sont les vitesses nettes de production et de consommation du composé Z, 

respectivement (g h-1), 

 
  

   

dZ

dt
 est la vitesse d’accumulation du composé Z dans le bioréacteur, positive ou négative 

(g h-1). 
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2311. Calcul des masses cumulées de produits et substrats (hors gaz) 

Le calcul de la masse consommée d’un substrat à un temps donné « t » doit tenir compte des ajouts 

préalablement effectués, de la quantité présente dans le bioréacteur et de la quantité déjà prélevée. Pour chaque 

substrat on obtient ainsi, à un temps donné « t », la masse cumulée mS(t) grâce à l’équation suivante : 

  

   

m S ( t ) = (VAjout ( t ) ´ CS(stock) )

t =0

t

å - CS ( t ) ´ VLiq ( t ) - (Véch
t =0

t

å ( t ) ´ CS ( t )) 

Équation 7 

 

Le calcul de la masse produite d’un métabolite à un temps donné « t » doit tenir compte de la quantité 

présente dans le bioréacteur et de la quantité déjà prélevée. Pour chaque produit on obtient ainsi, à un temps 

donné « t », la masse cumulée   

   

mP ( t ) grâce à l’équation suivante : 

  

   

mP ( t ) = CP ( t ) ´ VLiq ( t ) + (Véch ( t )

t =0

t

å ´ CP ( t )) 

Équation 8 

où : 

   

   

mS ( t )  et   

   

mP ( t )  sont les masses cumulées de substrat consommé et de métabolite produit, 

respectivement, à un temps donné « t » (g), 

   

   

CS ( t ) et   

   

CP ( t ) sont les concentrations en substrat et en produit, respectivement, dans le milieu 

de culture à un temps donné « t » (g L-1), 

 CS(stock) est la concentration en substrat dans la solution stock (g L-1), 

 
  

   

VLiq ( t ) est le volume du milieu de culture dans le bioréacteur à un temps donné « t » (L), 

 
  

   

VAjout ( t ) est le volume d’ajout d’un substrat à un temps donné « t » (L), 

   

   

Véch ( t ) est le volume de prélèvement d’échantillon à un temps donné « t » (L). 

 

2312. Calcul des vitesses de consommation et de production des gaz 

Le bilan matière appliqué aux gaz dans le bioréacteur, scindé en une phase gazeuse et une phase liquide, 

permet d’obtenir l’équation suivante pour un composé A : 
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d(Adissous ´ VLiq )

dt
+

d(Agaz ´ VGaz)

dt
= (QE ´

AE

100
- QS ´

AS

100
) + (rA

v ´ VLiq ) 

Équation 9 

 

où : 

 Adissous est la concentration en composé A dissous dans le milieu de culture (mol L-1), 

 Agaz est la concentration en composé A dans la phase gazeuse du bioréacteur (mol L-1), 

 AE et AS sont les pourcentages en composé A dans l’air en entrée et en sortie du bioréacteur, 

respectivement (%), 

 QE et QS sont les débits d’air en entrée et en sortie du bioréacteur, respectivement (mol h-1), 

 VLiq et VGaz sont les volumes de la phase liquide et de la phase gazeuse dans le bioréacteur, 

respectivement (L), 

   

   

rA

V
 est la vitesse volumique de production (CO2 ; positive) ou de consommation (O2 ; négative) 

du composé A (mol L-1 h-1). 

 

Azote 

L’azote est un gaz inerte qui n’est ni consommé, ni produit par S. cerevisiae. En outre, cette molécule est 

très peu soluble dans la phase liquide (0,0134 LN2 LH2O
-1 à 30 °C). Son flux global de transfert a donc pu être 

négligé. Cette simplification permet ainsi de calculer le débit d’air en sortie du bioréacteur grâce à l’équation 

suivante : 

  

   

QS = QE ´
N2

E

N2

S  

Équation 10 

où : 

 QE et QS sont les débits d’air en entrée et en sortie du bioréacteur, respectivement (mol h-1), 

   

   

N2
E et   

   

N2
S sont les pourcentages en azote dans l’air en entrée et en sortie du bioréacteur, 

respectivement (%). 
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Dioxygène 

La vitesse nette de consommation de dioxygène a été calculée grâce à l’équation suivante, déduite du 

bilan matière : 

 

  

   

rO2
= QE ´

O2

E

100
- QS ´

O2

S

100
-

dO2

S

100
´

1

dt
´

VGaz

VM

-
dpO2

m

100
´

O2

*

MO2

´
1

dt
´ VLiq 

Équation 11 

où : 

   

   

O2

E
 et   

   

O2

S
 sont les pourcentages en dioxygène dans l’air en entrée et en sortie du bioréacteur, 

respectivement (%), 

 VM est le volume molaire de l’air dans les conditions de température et de pression de 

l’expérience (L mol-1), 

   

   

pO2

m
 est la pression partielle en dioxygène dissous mesurée (%), 

   

   

O2

*
 est la concentration en dioxygène dissous à saturation dans les conditions de température de 

l’expérience (g L-1), 

 MO2 est la masse molaire du dioxygène (g mol-1). 

 

Dioxyde de carbone 

La vitesse nette de production de dioxyde de carbone a été calculée grâce à l’équation suivante, déduite 

du bilan matière : 

  

   

rCO2
= QS ´

CO2

S

100
- QE ´

CO2

E

100
-

dCO2

S

100
´

1

dt
´

VGaz

VM

- dCO2

L ´
1

dt
 

Équation 12 

où : 

   

   

CO2

E
 et   

   

CO2

S
 sont les pourcentages en dioxyde de carbone dans l’air en entrée et en sortie du 

bioréacteur, respectivement (%), 

   

   

CO2

L
 est la quantité de dioxyde de carbone dans la phase liquide (mol). 
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Dans le milieu de culture, le dioxyde de carbone se trouve en équilibre entre ses différentes formes selon 

la réaction chimique suivante : 

 

Cet équilibre est fortement dépendant du pH. Dans les conditions de culture définies ici (pH 4), la forme 

prépondérante est le dioxyde de carbone dissous   

   

CO2

d
 (> 99 %), puis les ions bicarbonate   

   

HCO3

-
 (< 1 %). 

Selon la loi de Henry, la concentration en dioxyde de carbone dissous est directement proportionnelle à la 

pression partielle de ce gaz dans la phase gazeuse, à l’interface avec la phase liquide. La quantité de dioxyde de 

carbone dans la phase liquide a donc été calculée grâce à l’équation suivante, déduite de la loi de Henry : 

  

   

CO2

L = CO2

d + HCO3

- =
CO2

S

100
´ Pferm ´ HCO2

´ 1+
kéq

10
-pH

æ 

è 
ç 

ö 

ø 
÷ ́ VLiq

 

Équation 13 

où : 

   

   

CO2

d
 est la quantité de dioxyde de carbone dissous dans la phase liquide du bioréacteur (mol), 

   

   

HCO3

-
 est la quantité d’ions bicarbonate dans la phase liquide du bioréacteur (mol), 

   

   

Pferm
 est la pression absolue dans le bioréacteur (atmo), 

   

   

HCO2
 est la constante de Henry pour le dioxyde de carbone (0,033 mol L–1 atmo–1), 

 
  

   

kéq  est la constante d’équilibre entre le dioxyde de carbone dissous et les ions bicarbonate 

(

  

   

k éq =
HCO3

-[ ] ´ H+[ ]
CO2

d[ ]
= 4,71.10-7). 

 

2313. Calcul des bilans en carbone et des degrés de réduction généralisés 

La physiologie de S. cerevisiae, lors de cultures aérobies en excès de glucose et en mode discontinu 

alimenté, est bien documentée dans la littérature scientifique. Les principaux métabolites excrétés dans le milieu 

de culture sont donc relativement bien connus dans ces conditions (Verduyn et al., 1990). 

Cependant, les variations des conditions de cultures imposées dans les études présentées ici peuvent 

conduire à l’excrétion d’autres métabolites dont la concentration n’aurait pas été mesurée. Le calcul des bilans en 

carbone et des degrés de réduction généralisés, réalisé sur les données prétraitées, permet de valider les données 

expérimentales en ce sens. 
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M M

C H O N  (g mol
-1

) C H O N  (g Cmol
-1

)

Glucose 6 12 6 - 180,157 1 2 1 - 30,026 4

Tréhalose 12 22 11 - 342,299 1 1,833 0,917 - 28,525 4

Oléate 18 34 2 - 282,465 1 1,889 0,111 - 15,693 5,67

S. cerevisiae - - - - - 1 1,748 0,596 0,148 25,381 4,11

Ethanol 2 6 1 - 46,069 1 3 0,5 - 23,034 6

Glycérol 3 8 3 - 92,094 1 2,667 1 - 30,698 4,67

A. acét ique 2 4 2 - 60,052 1 2 1 - 30,026 4

A. succinique 4 6 4 - 118,089 1 1,5 1 - 29,522 3,5

A. pyruvique 3 4 3 - 88,063 1 1,333 1 - 29,354 3,33

A. cit r ique 6 8 7 - 192,125 1 1,333 1,167 - 32,021 3

CO2 1 - 2 - 44,010 1 - 2 - 44,010 0

O2 - - 2 - 31,999 - - 2 - - -4

H2 O - 2 1 - 18,015 - 2 1 - - 0

NH3 - 3 - 1 17,030 - 3 - 1 - 0

Métabolite Form ule
!

Form ule

MOLE CMOLE

Afin de s’affranchir du nombre d’atomes de carbone composant les différentes molécules prises en 

compte, l’unité Cmol a été utilisée, qui représente le nombre de mole d’une molécule dont la formule 

élémentaire a été ramenée à un atome de carbone (Tableau 4). Les vitesses utilisées pour ces bilans ont donc été 

exprimées en Cmol h-1, en divisant chaque vitesse en g h-1 par la masse molaire correspondante en g Cmol-1. 

Tableau 4 : Formules, masses molaires et degrés de réduction généralisés () des composés intervenant dans les calculs de bilan. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Bilan en carbone 

Le bilan en carbone repose sur la loi de conservation de la matière. Le carbone entrant (substrats) doit 

donc se retrouver en sortie (produits excrétés, biomasse). Il a été réalisé à l’aide de l’équation suivante, déduite 

du bilan matière : 

  

  

rS
netå + rP

netå + rX
net = 0 

Équation 14 

où : 

   

   

rS

net
 est la vitesse nette de consommation d’un substrat S, négative (Cmol h-1), 

   

   

rP

net
 est la vitesse nette d’excrétion d’un produit P (CO2 et métabolites excrétés), positive 

(Cmol h-1), 

   

   

rX

net
 est la vitesse nette de synthèse de biomasse, positive (Cmol h-1). 
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Bilan des degrés de réduction généralisés 

Le bilan des degrés de réduction généralisés repose sur la conservation de ces degrés de réduction 

généralisés entre l’entrée (substrats) et la sortie (produits excrétés, biomasse). Le degré de réduction généralisé 

d’un composé Z a été calculé d’après sa formule en Cmole comme suit : 

  

  

gZ = nC ´ lC +nH ´ lH +nO ´ lO +nN ´ lN
 

Équation 15 

où : 

   

   

g Z
 est le degré de réduction généralisé d’un composé Z, 

   

   

nC
,   

   

nH
,   

   

nO
 et   

   

nN
 sont le nombre d’atome d’un composé Z d’après sa formule en Cmole, ou 

en mole pour les composés ne comportant pas de carbone dans leur structure, 

   

   

lC
,   

   

lH
,   

   

lO
 et   

   

lN  sont les coefficients appliqués à chaque atome, et dont les valeurs 

respectives sont 4, 1, -2 et-3 lorsque les ions ammonium sont la seule source d’azote. 

 

Le bilan des degrés de réduction généralisés est ensuite réalisé à l’aide de l’équation suivante, déduite du 

bilan matière : 

  

  

gS ´ rS
netå + gP ´ rP

netå +gX ´ rX
net = 0 

Équation 16 

où : 

   

   

g S
 est le degré de réduction généralisé d’un substrat S, 

   

   

g P
 est le degré de réduction généralisé d’un produit P (CO2 et métabolites excrétés), 

   

   

g X
 est le degré de réduction généralisé de la biomasse, 

   

   

rS

net
,   

   

rP
net et   

   

rX
net

 sont les vitesses nettes exprimées en Cmol h-1 pour les composés carbonés et 

en mol h-1 pour les composés ne comportant pas de carbone dans leur structure (négatives pour 

les substrats, positives pour les produits). 
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232. LISSAGE ET RECONCILIATION DES DONNEES 

2321. Lissage des données prétraitées 

L’évolution des données prétraitées est bruitée par les erreurs expérimentales. De plus, l’écart entre 

deux points expérimentaux est élevé, entre trente minutes et deux heures. Il est donc nécessaire d’appréhender 

plus finement l’évolution réelle des différents composés en jeu, avec le souci de traduire une réalité biologique. 

Les masses cumulées des substrats et des produits ainsi que les vitesses nettes des gaz ont donc été lissées, 

à l’aide d’un logiciel développé au sein de l’équipe (Lirec). Celui-ci permet d’interpoler les données prétraitées à 

l’aide de polynômes et ainsi d’obtenir une continuité de dérivées nécessaires au calcul des paramètres de culture. 

2322. Réconciliation des données 

La réconciliation des données permet de vérifier la cohérence des vitesses lissées, par le calcul des bilans 

élémentaires du carbone, de l’hydrogène, de l’oxygène et de l’azote. Le logiciel Lirec permet ainsi d’ajuster les 

taux de conversion dans leur globalité, grâce à une technique de détection des erreurs et d’ajustement des 

données basée sur les travaux de Heijden et coll. (1994a ; 1994b ; 1994c). 

Cette technique de calcul matriciel permet ainsi la minimisation des critères d’erreurs sur l’ensemble des 

variables d’état (composés mesurés), de manière à respecter les bilans élémentaires. Le poids de chaque variable 

d’état dans le calcul peut être modulé, selon la confiance accordée aux mesures expérimentales. Ce logiciel 

permet également de calculer des vitesses potentiellement non mesurées, comme la production d’eau. 

 

233. CALCUL DES PARAMETRES CARACTERISANT UNE CULTURE 

2331. Quotient respiratoire 

Le quotient respiratoire (QR) est le rapport de la vitesse nette de production de dioxyde de carbone 

(  

   

rCO2
) sur la vitesse nette de consommation de dioxygène (  

   

rO2
), en mole par heure. Il permet d’obtenir des 

informations sur la voie de métabolisation d’un substrat donné. Lors d’une culture sur substrats mixtes, il peut 

également permettre d’obtenir des informations sur les vitesses de consommation des différents substrats. Il a été 

calculé grâce à l’équation suivante : 

  

   

QR =
rCO2

rO2

 

Équation 17 
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2332. Rendements 

Les rendements instantanés des différents composés, exprimés en quantité de A par quantité de Z, ont 

été calculés comme étant le ratio de vitesses nettes de conversion grâce à l’équation suivante : 

  

   

YA/Z =
rA

rZ

 

Équation 18 

Les rendements globaux des différents composés, lorsqu’ils ne peuvent être obtenus par une régression 

linéaire satisfaisante, ont été calculés comme étant le ratio de variations de masses grâce à l’équation suivante : 

 

Équation 19 

 

2333. Vitesses spécifiques 

Les vitesses spécifiques présentées ici ne tiennent pas compte de la viabilité cellulaire, qui est supérieure 

à 95 % pendant la majeure partie d’une culture. Ce sont donc des vitesses spécifiques apparentes qui, par 

commodité, seront nommées vitesses spécifiques. Elles sont exprimées en quantité de composé A par quantité de 

biomasse et par heure (sauf le taux de croissance, en h-1), et ont été calculées grâce à l’équation suivante : 

  

   

qA =
rA

X
 

Équation 20 

 

 

234. ESTIMATION DE LA COMPOSITION MACROMOLECULAIRE DE LA BIOMASSE 

La composition macromoléculaire de la biomasse a été estimée à partir de la composition élémentaire 

(C, H, O, N) déterminée expérimentalement. Une macro a été codée à l’aide du tableur Excel (Microsoft 

Office). Celle-ci met en œuvre l’outil Solveur pour estimer une composition macromoléculaire en respectant la 

composition élémentaire expérimentale fournie ainsi que les limites imposées. Cette composition 

macromoléculaire prend en compte les protéines, l’ADN, l’ARN, les phospholipides, les triglycérides, les 

polysaccharides et les cendres. Les données de composition des différentes macromolécules ont été tirées de la 

littérature (Ljungdahl & Daignan-Fornier, 2012 ; Rattray, 1988 ; Watson & Rose, 1980). 
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235. ESTIMATION DES FLUX INTRACELLULAIRES 

2351. Introduction au modèle métabolique 

Il existe différents types de modèles métaboliques. Le modèle utilisé ici est basé sur les principes de 

l’Analyse des Flux Métaboliques (M.F.A.). Ce type d’analyse permet d’obtenir un « descripteur métabolique » 

qui quantifie les flux intracellulaires (Stephanopoulos, 1998). 

La méthodologie de construction d’un modèle métabolique a été théorisée par Vanrolleghem et Heijnen 

(1998). Elle comporte cinq étapes : 

 Regroupement a priori des connaissances sur le métabolisme du microorganisme étudié, d’après 

la littérature scientifique, 

 Ecriture des équations stœchiométriques composant le modèle, 

 Estimation des paramètres du modèle, 

 Vérification de la validité biologique et thermodynamique du modèle, 

 Validation expérimentale du modèle. 

Un modèle métabolique doit permettre de décrire les phénomènes biologiques souhaités de la manière la 

plus simple possible, par un ensemble de réactions biochimiques. La sélection de ces réactions doit donc 

s’effectuer de manière pertinente. En effet, plus leur nombre est élevé, plus le modèle est complexe et difficile à 

résoudre et plus il nécessitera de mesures expérimentales. 

Ainsi, certaines réactions doivent être supprimées. C’est notamment le cas des réactions « cul de sac » 

menant à la formation de métabolites en apparence non impliqués dans d’autres réactions. C’est également le cas 

des réactions menant à la formation de métabolites particulièrement minoritaires, dont l’influence sur la 

résolution du modèle est négligeable. 

Les réactions biochimiques intégrées dans un modèle peuvent ainsi être réparties en quatre groupes : 

 Réactions anaboliques, 

 Réactions cataboliques, 

 Transports transmembranaires, 

 Dissipation. 

Les espèces chimiques considérées dans un modèle peuvent également être réparties en quatre groupes : 

 Substrats (espèces consommées), 
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 Produits (espèces excrétées dans le milieu de culture), 

 Métabolites intracellulaires (espèces non excrétées dans le milieu de culture), 

 Biomasse (espèce terminale des réactions anaboliques, constituée de macromolécules). 

 

2352. Formulation mathématique du modèle 

Les équations stœchiométriques retenues pour l’établissement du modèle doivent être traduites sous 

forme mathématique pour permettre la résolution du modèle. Pour chaque espèce chimique, un bilan matière est 

réalisé de la manière suivante : 

  

  

Accumulation[ ] = Production[ ] + Consommation[ ] + Transport[ ]
 

Les constantes de temps caractérisant les transitions métaboliques sont de l’ordre de 10-4 seconde. Elles 

sont très faibles devant celles caractérisant la croissance cellulaire et les dynamiques des procédés 

biotechnologiques, de l’ordre d’une à 104 secondes. Les concentrations des différents métabolites s’ajustent donc 

très rapidement suite à une perturbation du métabolisme ou à l’effet de dilution provoqué par la croissance 

cellulaire. L’ensemble des concentrations métaboliques peut donc raisonnablement être considéré à l’état 

stationnaire, permettant ainsi de négliger le terme d’accumulation. Le flux net pour un composé A peut donc être 

défini par l’équation suivante : 

  

   

RA = a i ´ ri

i =1

n

å  

où : 

 

   

RA est le flux net du composé A (mol h-1), 

 

   

a i est le coefficient stœchiométrique du composé A lors de la réaction « i », 

 

   

ri est la vitesse de la réaction « i » (mol h-1). 

 

L’application de cette équation à l’ensemble des espèces chimiques prises en compte dans le modèle 

permet d’obtenir un système prenant en compte « m » métabolites, intervenant dans « n » réactions et dont « k » 

sont échangés avec le milieu extracellulaire. Ce système peut être résolu sous la forme matricielle suivante : 
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soit : 

 

où : 

 

   

S  est une matrice stœchiométrique représentant le réseau métabolique et possédant « m » 

lignes et « n » colonnes (

   

Si, j
 représente donc le coefficient stœchiométrique appliqué au 

métabolite « i » lors de la réaction « j »), 

  est le vecteur représentant les vitesses des « n » réactions, 

  est le vecteur représentant les vitesses nettes de conversion des « m » métabolites (nulle 

pour un métabolite non excrété). 

Ce système matriciel est sous déterminé, présentant un degré d’indétermination « d ». Pour le résoudre, 

il est donc nécessaire de fournir « d » vitesses expérimentales (nettes de conversion ou de réaction) non 

redondantes. Une solution unique pourra alors être déterminée. 

2353. Modèle métabolique retenu 

Le modèle utilisé dans les travaux présentés ici a été initialement développé et validé par Bideaux (2000). 

La compartimentation cellulaire, nécessaire aux problématiques traitées, a ensuite été intégrée au modèle existant 

par Pagliardini (2010). 

Il prend en compte les réactions du métabolisme central (glycolyse, cycle des acides tricarboxyliques, 

voie fermentaire, cycle des pentose-phosphates, chaîne respiratoire), de la production de biomasse (synthèse des 

monomères et leur assemblage pour la synthèse des macromolécules), de transport (transmembranaire) et de 

dissipation (ATP) (Annexe 1). Son degré d’indétermination est ainsi égal à 7. 

Ce modèle permet donc de trouver une solution unique et de calculer les vitesses nettes de conversion 

ainsi que les vitesses des réactions considérées grâce à 7 mesures expérimentales non redondantes. Les vitesses 

expérimentales choisies pour résoudre le système sont les vitesses de consommation de glucose et de production 

d’éthanol, de glycérol, d’acétate, de succinate, de pyruvate et de biomasse. Des cartes décrivant les flux 

métaboliques intracellulaires ont ainsi pu être dessinées. Dans ce dessein, les flux ont été normés vis-à-vis du flux 

de glucose entrant ou du flux de production de biomasse de la manière suivante : 
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FAnormé =
FA

FGlu cose

ou
FA

FBiomasse

 

où : 

 

   

FA
 est le flux de conversion du composé A (mol h-1), 

 

  

FGlu cose  et 

  

FBiomasse  sont les flux de glucose entrant et de production de biomasse, 

respectivement (molGlucose h-1 ; gBiomasse h-1), 

 

  

FAnormé est le flux de conversion normé du composé A (mol molGlucose
 -1 ; mol gBiomasse

 -1). 
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µ m ax h
-1 0,35 +/- 0,01 0,36 +/- 0,01 2,9 % 2,9 %

q éthanol m ax g g
-1

 h
-1 1,31 +/- 0,05 1,29 +/- 0,04 1,5 % 3,8 %

q acétate m ax mg g
-1

 h
-1 34 +/- 4 33 +/- 4 2,9 % 12 %

Ybiom asse /  glucose g g
-1 0,174 +/- 0,005 0,171 +/- 0,004 1,4 % 2,7 %

Yéthanol /  glucose  global g g
-1 0,432 +/- 0,008 0,427 +/- 0,005 1,3 % 1,9 %

Yéthanol /  glucose  croissance g g
-1 0,402 +/- 0,008 0,403 +/- 0,006 0,03 % 2,0 %

Yglycérol /  glucose  global g g
-1 0,0142 +/- 0,0012 0,013 +/- 0,001 8,4 % 9,2 %

Yglycérol /  glucose  croissance g g
-1 0,021 +/- 0,002 0,020 +/- 0,001 6,3 % 8,7 %

Yacétate /  glucose  global g g
-1 0,0158 +/- 0,0006 0,0154 +/- 0,0005 2,6 % 3,9 %

Yacétate /  glucose  croissance g g
-1 0,0102 +/- 0,0006 0,0097 +/- 0,0002 4,7 % 5,9 %

Ysuccinate /  glucose  croissance g g
-1 0,002 +/- 0,001 0,0019 +/- 0,0007 1,2 % 50 %

Ypyruvate /  glucose  croissance g g
-1 0,0031 +/- 0,0007 0,0034 +/- 0,0004 10 % 23 %

Biom asse g L
-1 13,2 +/- 0,3 13,5 +/- 0,3 2,3 % 2,3 %

Ethanol g L
-1 126,8 +/- 0,6 124,7 +/- 0,6 1,7 % 0,45 %

Glycérol g L
-1 4,96 +/- 0,02 4,68 +/- 0,02 5,6 % 0,43 %

Acétate g L
-1 5,28 +/- 0,04 5,07 +/- 0,04 4,0 % 0,83 %

Succinate g L
-1 0,53 +/- 0,01 0,56 +/- 0,01 5,7 % 1,9 %

Pyruvate g L-1 0,36 +/- 0,01 0,42 +/- 0,01 15 % 2,8 %

P crit ique g L
-1 86 +/- 3 87 +/- 3 1,2 % 3,5 %

Var iabilité  

des 

résultats

Erreur 

relat ive 

m axim ale

CULTURE 2CULTURE 1

CONCENTRATIONS FINALES

RENDEMENTS GLUCOSE

VITESSES SPECIFIQUES

24. REPRODUCTIBILITE DES CULTURES 

La maîtrise de la composition du milieu de culture et de ses caractéristiques physico-chimiques ne 

permet pas d’éliminer toute variabilité des résultats. Celle-ci est notamment due aux erreurs expérimentales, 

regroupant les erreurs de mesure et de manipulation. La culture aérobie de la souche CEN.PK 113-7D sur 

glucose comme seule source de carbone a donc été réalisée deux fois afin d’estimer cette variabilité (Tableau 5). 

La variabilité entre les résultats des deux expériences, ainsi que l’erreur relative maximale de chaque paramètre 

caractérisant une culture, ont donc pu être estimées. 

 

Tableau 5 : Paramètres de cultures de deux expériences réalisées dans des conditions identiques. 
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Figure 20 : Evolution du taux de croissance et des vitesses spécifiques de production d’éthanol et d’acide acétique en fonction de la 
concentration en éthanol dans le milieu de culture, lors de deux cultures aérobies de S. cerevisiae en excès de glucose  

( : culture 1 ; … : culture 2). 

 

La variabilité entre les deux expériences biologiques est faible (< 5 %), permettant de valider la 
répétabilité d’une culture (Tableau 5). Il faut cependant tenir compte de l’erreur plus élevée sur les rendements 
en glycérol produit sur glucose consommé (entre 6,3 et 8,4 %). 

En revanche, l’erreur relative maximale d’un paramètre est très variable selon le produit considéré 
(Tableau 5). Elle dépend en effet des erreurs expérimentales appliquées à la mesure de ce produit, mais aussi de sa 
concentration. Les erreurs relatives sur les rendements en acides succinique et pyruvique sont ainsi 
particulièrement élevées. 

Enfin, l’évolution du taux de croissance et des vitesses spécifiques de production d’éthanol et d’acide 
acétique en fonction de la concentration en éthanol sont très similaires (Figure 20). 
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31. INTRODUCTION 

Lorsqu’elle est cultivée en mode discontinu alimenté en excès de glucose, S. cerevisiae est soumise à 

l’effet Crabtree à « long terme ». D’après la théorie de la capacité respiratoire limite, l’ensemble regroupant les 

voies cytosoliques et mitochondriales du catabolisme respiratoire du pyruvate est ainsi saturé pour des flux de 

glucose entrant trop importants (Beck & von Meyenburg, 1968 ; Käppeli & Sonnleitner, 1986). Le flux de 

carbone provenant de la glycolyse est alors partiellement redirigé de la mitochondrie vers le by-pass de la 

pyruvate déshydrogénase et le métabolisme fermentaire. Ceci a pour conséquence une excrétion d’éthanol, de 

glycérol et d’acides organiques ainsi qu’une chute du rendement en biomasse.  

Certaines études ont permis de moduler l’effet Crabtree à « court terme » par des stratégies utilisant le 

génie génétique. La suppression des gènes MIG1 et MIG2, codant pour un régulateur positif de la répression du 

glucose a ainsi conduit à une augmentation de 5 % du taux de dilution critique (Dc) lors d’une culture en mode 

continu, à 0274 h-1 (Klein et al., 1999). La surexpression du gène HAP4, codant pour un régulateur positif des 

gènes impliqués dans le métabolisme respiratoire, a également augmenté le Dc de 10 %, à 0,33 h-1 (van Maris et 

al., 2001). Enfin, une augmentation du Dc de 10 %, à 0,32 h-1, a été observée grâce à l’expression du gène 

hétérologue codant pour une oxydase (AOX1), permettant la diminution du ratio intracellulaire NADH / NAD+ 

(Vemuri et al., 2007). 

En outre, une seconde approche utilisant le génie microbiologique a été employée avec succès. 

L’utilisation de l'acide oléique comme co-substrat du glucose, à hauteur de 15 % du carbone consommé, a ainsi 

permis de moduler et de retarder l’apparition de la transition métabolique en culture continue. Suite à un pulse 

de glucose de 10 g L-1, un retard de 15 mn a été observé pour l'apparition de la transition métabolique, ainsi 

qu’une diminution de 33 % de la production d'éthanol et une redirection du flux de carbone vers la production de 

biomasse. Aucune différence significative n’a cependant pu être mise en évidence quant à la production de 

glycérol et d’acide acétique (Feria-Gervasio et al., 2008). 

L’impact de l’acide oléique sur l’effet Crabtree a également été étudié pour l’effet « long terme ». 

Feria-Gervasio (2008) a ainsi cultivé des cellules sur glucose en mode discontinu, avec ou sans acide oléique. 

Contrairement aux cultures continues, aucune diminution significative de la production d’éthanol n’a été mise en 

évidence en présence d’acide oléique. Un retard pour l’apparition de la production d’éthanol allant jusqu’à 2 h a 

cependant été observé. En outre, l’excrétion du glycérol et de l’acide acétique a été modulée. Les rendements sur 

glucose consommé de ces deux métabolites étaient de 0,02 Cmol Cmol-1 pour la culture sur glucose seul. Pour les 

cultures sur glucose plus oléate, ils ont été augmentés à 0,03 Cmol Cmol-1 avec des cellules pré-cultivées sur 

glucose seul et à 0,04 Cmol Cmol-1 avec des cellules pré-cultivées sur glucose plus oléate. Le taux de croissance 

maximal a quant à lui été diminué de 0,37 h-1 sur glucose seul à 0,31 h-1 sur glucose plus oléate avec des cellules 

pré-cultivées sur glucose plus oléate. Ainsi, l’impact de l’acide oléique sur le métabolisme cellulaire pendant la 

culture discontinue est maximal chez les cellules pré-cultivées sur glucose plus acide oléique. 
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L’impact de l’acide oléique sur les effets Crabtree à « court » et « long terme » semble donc différent. 

Cet acide gras est connu pour son rôle d’activateur de l’expression de nombreux gènes (contenant la séquence 

promotrice O.R.E.) dont certains sont impliqués dans le transport de l’acétyl-coA à travers la membrane 

mitochondriale. Il a ainsi été montré que les activités spécifiques de la carnitine-acétyl transférase (CAT), de 

l’isopropyl-malate synthase (IS) et de la citrate synthase (CS) ont été augmentées en culture continue sur glucose 

en présence d’acide oléique. Ces données d’activité enzymatique ne sont cependant pas disponibles pour les 

cultures discontinues. La redistribution des flux de carbone en présence d’acide oléique pourrait donc être 

différente selon le mode de culture. 

Dans ce chapitre, l’impact de l’acide oléique sur l’effet « long terme » a été étudié en cultures 

discontinues alimentées en excès de glucose. Outre une quantification macroscopique de l’impact de l’acide 

oléique sur les cellules, ce mode de culture pourrait fournir des données supplémentaires permettant d’éclaircir la 

redistribution des flux intracellulaires de carbone, notamment par l’analyse de la production des acides succinique 

et pyruvique. En se basant sur les résultats des cultures discontinues, une modulation de la production d’acide 

acétique devrait également être observée et permettre d’étudier le lien entre la synthèse de cet acide et la 

croissance cellulaire. Enfin, cette étude permettra de caractériser les capacités maximales de production d’éthanol 

de S. cerevisiae en présence d’acide oléique. 

Deux cultures aérobies ont ainsi été menées avec la souche CEN.PK 113-7D. La première a été réalisée 

sur glucose comme seule source de carbone avec des cellules pré-cultivées sur glucose seul (G). La seconde a été 

réalisée sur glucose plus acide oléique (GO). Afin de maximiser l’impact de l’acide oléique, les cellules de cette 

seconde culture ont été pré-cultivées sur tréhalose plus acide oléique afin de mimer une culture oxydative en 

culture continue (Mouret, 2006). 
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32. PUBLICATION SCIENTIFIQUE 

Les travaux étudiant l’impact de l’acide oléique sur le métabolisme de S. cerevisiae, réalisés dans le cadre 

de ce doctorat ainsi que par David Feria-Gervasio et Jean-Roch Mouret, ont fait l’objet d’une soumission de 

communication scientifique écrite au journal Microbial Cell Factories (2013). Cette publication a pour titre 

« Impact of oleic acid as co-substrate of glucose on “short” and “long-term” Crabtree effect in Saccharomyces 

cerevisiae ». 

 

321. RESUME 

We previously demonstrated that oleic acid as a co-substrate in glucose-limited chemostat allowed to 

delay and modulate the “short-term” Crabtree effect in Saccharomyces cerevisiae. Here we further investigated the 

effect of oleic acid as a modulator of the Crabtree effect. Present study provides important information about i) 

the strain specificity carrying out the same chemostat cultures with an other strain, ii) the critical dilution rate 

obtained during aerobic accelerostats, iii) the reversibility of the potential effects with aerobic glucose-excess 

batches and iv) the durability and maximal capacities under high ethanol stress with glucose-excess fed-batches. 

First, the addition of oleate resulted in an increase of the critical dilution rate by 8% and the specific 

carbon uptake rate by 18%. Furthermore, a delay was observed for the onset of ethanol production when a batch 

was inoculated with cells previously grown in glucose-oleate chemostat. Finally, the culture of adapted cells in a 

glucose-oleate fed-batch led to a redirection of the carbon flux toward biomass production, with a 73% increase 

in biomass yield. 

To conclude, the perturbation of the transition by oleic acid clearly resulted in a decrease of the 

“short-term” and “long-term” Crabtree effects. 

 

322. INTRODUCTION 

The repression of oxidative pathways by glycolytic activity resulting in simultaneous fermentation and 

respiration was named “Crabtree effect” (Crabtree, 1929 ; De Deken, 1966 ; Fiechter et al., 1981). The resulting 

oxido-reductive metabolism is characterized by a byproduct formation (ethanol, glycerol and weak acids), a loss 

in biomass yield and a limited oxygen specific uptake rate. It is named “long-term” effect when it appears in 

glucose excess batch and fed-batch or in glucose-limited chemostat at dilution rates over the critical dilution rate 

(Dc), involving adaptation of cell metabolism, while it is named “short-term” effect after a glucose pulse in 

glucose-limited chemostat at dilution rates under Dc (Petrik et al., 1983). 
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The mostly global accepted theory to explain this mechanism is a limited respiratory capacity in 

Crabtree-positive cells. This respiratory capacity includes the whole cytosolic and mitochondrial pathways 

responsible for the respiratory catabolism of pyruvate, including the respiratory chain. It is saturated above a 

critical threshold of glucose uptake rate. Then, the cell directs the excess of glycolytic flux toward fermentative 

metabolism with apparition of ethanol production (Beck & von Meyenburg, 1968 ; Käppeli & Sonnleitner, 1986). 

This theory was supported by studies using genetic engineering approach. However, isolated deletion or over-

expression of various genes coding for enzymes within the respiratory capacity did not success to bring out any 

single limiting reaction (Flikweert et al., 1996 ; van Hoek et al., 1998b ; de Jong-Gubbels et al., 1998 ; Meaden 

et al., 1997 ; Remize et al., 2000 ; Saint-Prix et al., 2004 ; van Urk et al., 1989b ; Verduyn et al., 1992). 

Modulation of the metabolic transition was successfully reported after engineering global regulation 

functions. The deletion of MIG1 and MIG2, coding for a positive regulator in glucose repression led to a 5% higher 

Dc, at 0.274h-1 (Klein et al., 1999). The over-expression of HAP4, coding for a positive regulator of genes 

involved in respiratory metabolism, led to a 10% higher Dc, at 0.33h-1 (van Maris et al., 2001). Decreasing 

intracellular NADH/NAD+ ratio by expressing heterologous gene coding for a mitochondrial oxidase (AOX1) led 

also to a 10% higher Dc, at 0.32h-1 (Vemuri et al., 2007). Furthermore, modulation of “short-term” Crabtree 

effect was also reported through co-substrate feeding. Feeding oleic acid as a co-substrate of glucose enabled to 

delay and modulate the “short-term” metabolic transition apparition in cells (Feria-Gervasio et al., 2008). 

The latter approach was carried out by feeding an aerobic glucose-limited chemostat at D = 0.16 h-1 with 

oleic acid. After a glucose pulse of 10 g L-1, a delay up to 15 min in the onset of the metabolic shift, a 33% 

decrease in the ethanol production, and a redirection of the carbon flux toward biomass production were 

observed. Moreover, specific activities of carnitine-acetyl transferase, isopropylmalate synthase and citrate 

synthase were increased. These ones are enzymatic systems involved in the transport of acetyl-coA through the 

mitochondria membrane (Kal et al., 1999 ; van Roermund et al., 1995). Nevertheless, explanation of oleate 

effect on the metabolism remained unclear. Indeed, the presence of this acid as co-substrate of glucose may have 

induced a “substrate effect” (degradation of the oleic acid through the ß-oxidation pathway introducing a 

supplemental carbon flux into the central metabolism with potentially allosteric modifications) and/or a “genetic 

effect” (induction of the transcription of various genes by the presence of the molecule). The oleic acid could also 

have an indirect effect at the transcriptional and/or translational level via the regulatory complex system (Feria-

Gervasio et al., 2008 ; van Roermund et al., 2003). 

These previous efforts led to an overview of the impact of oleic acid on the “short-term” Crabtree effect. 

Nonetheless, the processes used for industrial applications for which Crabtree effect is unwanted, like starter 

yeasts or heterologous protein production, could led to “long-term” as well as “short-term” Crabtree effect. 

Moreover, the range of S. cerevisiae strains used in industry is wide and their behavior could largely differ from 

CEN.PK 113-7D. Based on these observations, previous work of Feria-Gervasio et al. (2008) needed to be 

completed. Thus in the present work, we further investigated the impact of oleic acid including a determination 
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of its specificity using an industrial strain (S. cerevisiae CA10/pCD63), the determination of the critical dilution 

rate for purely oxidative metabolism (Dc), an investigation of the reversibility of the effect and finally a 

characterization of the durability of the effect under conditions resulting in “long-term” Crabtree effect onset. 

 

323. MATERIEL ET METHODES 

Strain and media 

The yeast strain S. cerevisiae CEN.PK 113-7D (van Dijken et al., 2000) and CA10/pCD63 (provided by 

Sanofi Aventis industry) were stored in 30% glycerol at -80°C. The cells were first grown on YPD plates (10 g L-1 

yeast extract, 20 g L-1 bactopeptone, 20 g L-1 glucose, 15 g L-1 agar) at 30°C. All subsequent pre-cultures and 

culture experiments were carried out at 30°C in mineral medium as described by Feria-Gervasio et al. (2008), 

except for fed-batch technique. When using the CA10/pCD63 strain the mineral medium was supplemented 

with adenine and histidine in the reservoir medium at 0.2 g L-1. Medium used for fed-batch experiment contained 

per litre: KH2PO4, 6 g; (NH4)2SO4, 12 g; MgSO4, 1 g. A sequential vitamins and trace elements feeding strategy 

based on the growth profile was applied (Alfenore et al., 2002) to reach per liter: EDTA, 0.03 g; ZnSO4.7H2O, 

0.009 g; MnSO4.H2O, 0.002 g; CoCl2.6H2O, 0.0006 g; CuSO4.5H2O, 0.0006 g; Na2MoSO4.2H2O, 0.008 g; 

CaCl2.2H2O, 0.009 g; (NH4)2Fe(SO4)6.6H2O, 0.006 g; H3BO3, 0.002 g; D-biotin, 0.00024 g; D-L-pantothenic 

acid, 0.005 g; nicotinic acid, 0.005 g; myo-inositol, 0.125 g; thiamin, 0.005 g; pyridoxin, 0.005 g; 

para-aminobenzoic acid, 0.001 g. 

Batch cultivations with S. cerevisiae CEN.PK 113-7D 

Batch cultures were performed in a 5 L bioreactor B DCU B.Braun with a working volume of 3 L, 

managed with the MFCS/win 2.0 software. Temperature was regulated at 30°C and pH at 5.0 by addition of 1 M 

NaOH. Air flow and stirring rate were adjusted to maintain fully aerobic condition, i.e. a dissolved oxygen 

concentration above 20% of saturation. Initial glucose concentration was 40 g L-1, supplemented with oleic acid at 

30 g L-1 for BGOCGO. Inoculation was carried out with S. cerevisiae CEN.PK 113-7D cells harvested at steady state 

in a glucose-limited chemostat at D = 0.16 h-1 for BGCG, or in a glucose-limited chemostat at D = 0.16 h-1 with 

oleate as co-substrate at D = 0.0073 h-1 for BGCGO and BGOCGO (Feria-Gervasio et al., 2008) (Table 6). 

VHEP fed-batch cultivations with S. cerevisiae CEN.PK 113-7D 

Fed-batch cultures were performed in a 5 L bioreactor B DCU B.Braun with a working volume of 3 L, 

managed with the MFCS/win 2.0 software. Temperature was regulated at 30°C and pH at 4.0 by addition of 

14% (V/V) NH3 solution. Air flow and stirring rate were adjusted to maintain fully aerobic condition, i.e. a 

dissolved oxygen concentration above 20% of saturation. Initial glucose concentration was 100 g L-1 for all 

experiments, supplemented with oleic acid at 50 g L-1 for the glucose-oleate fed-batch. When glucose 
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concentration reached 20 g L-1 in the bioreactor, pulses of a 700 g L-1 glucose solution was achieved to reach 

100 g L-1. At the later phase of cultivation, i.e. when ethanol concentration was above 90 g L-1, the targeted 

glucose fed concentration was 50 g L-1. For glucose-oleate fed-batch (FBGOCGO), oleic acid feeding strategy was 

also performed to maintain the 50 g L-1. Inoculation was done from YPD plate of S. cerevisiae CEN.PK 113-7D. 

Three steps of propagation were carried out (5 mL, 30 mL and 300 mL) to inoculate the fed-batch cultures. Each 

preculture was grown for 10 hours at 30°C, 100 rpm and was used to inoculate the next-step at 10% (V/V) ratio. 

For glucose-oleate fed-batch cultivation, cells were firstly adapted to oleic acid by a growth phase in the 

bioreactor on 10 g L-1 trehalose, supplemented with 50 g L-1 of oleic acid. This strategy was carried out in order 

to mimic oxidative chemostat culture on glucose-oleate (Mouret et al., 2006). When trehalose was fully 

consumed, glucose was feed to reach 100 g L-1 and the culture was done as described above. Ethanol assessment 

was done as described by Pagliardini et al. (2010) and taken into account for further calculations. 

 

Table 6 : Summary of the different experiments carried out in the present study. 
Cells were previously prepared in glucose as sole carbon source (non adapted cells) or in glucose plus oleic acid (adapted cells). 

 

PROCESS SUBSTRATE 

CELLS ACRONYM 

STRAIN PREPARATION 
CultureC. source / 

CellsC. source 

Chemostat Glucose CEN.PK 113-7D Glucose  

Chemostat Glucose / Oleate CEN.PK 113-7D Glucose / Oleate  

Chemostat Glucose CA10/pCD63 Glucose  

Chemostat Glucose / Oleate CA10/pCD63 Glucose / Oleate  

Accelerostat Glucose CEN.PK 113-7D Glucose ASG CG 

Accelerostat Glucose / Oleate CEN.PK 113-7D Glucose / Oleate ASGO CGO 

Batch Glucose CEN.PK 113-7D Glucose BG CG 

Batch Glucose CEN.PK 113-7D Glucose / Oleate BG CGO 

Batch Glucose / Oleate CEN.PK 113-7D Glucose / Oleate BGO CGO 

Fed-batch Glucose CEN.PK 113-7D Glucose FBG CG 

Fed-batch Glucose / Oleate CEN.PK 113-7D Glucose / Oleate FBGO CGO 

 

Chemostat cultivations with S. cerevisiae CA10/pCD63 

Chemostat cultures with glucose as the sole carbon source and with glucose plus oleate were performed 

as described by Feria-Gervasio et al. (2008). The dilution rate was set at 0.18 h-1 for S. cerevisiae CA10/pCD63 to 

maintain the cells under pure oxidative metabolism. The bioreactors were fed with the mineral medium 

supplemented with glucose at 38 g L-1 for glucose chemostat and 39 g L-1 for glucose-oleate chemostat. This 

glucose-oleate chemostat was also fed with a 720 g L-1 oleic acid solution at a dilution rate of 0.0041 h-1. 

Accelerostat cultivations with S. cerevisiae CEN.PK 113-7D 
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The accelerostat (A-stat) technique consisted of a computer-controled continuous cultivation procedure 

with a smooth change of the dilution rate (Paalme et al., 1995). Accelerostat cultures were performed with the 

CEN.PK 113-7D strain in the same conditions as for chemostat cultures, with a glucose concentration of 37 g L-1 

for glucose A-stat and 38 g L-1 for glucose-oleate A-stat. The A-stats were launched when chemostat steady state 

cultures were stabilized at D0 = 0.16 h-1 by increasing linearly the dilution rate with a constant acceleration rate of 

α = 0.005 h-2, where Dt changed with time as follow: 

!
  

!  

Dt = D0 +² # t 

Where: Dt is the dilution rate for the instant “t”; D0 represents the initial dilution rate; α is the constant 

acceleration rate fixed and t the time in hours. 

Off-gas analysis 

Inlet and outlet gases compositions were analyzed by mass spectrometry. For chemostats and A-stats, 

analyses were performed every 5 min during the steady state, every 45 s during A-stats acceleration and every 5 s 

during the pulse dynamic with a PRIMA 600s (VG gas, Manchester, UK). For batches and fed-batches, analyses 

were performed every 5 min with a Proline Dycor (Ametek Process Instrument, Berwyn, USA). Aeration started 

1 hour after inoculation to avoid CO2 stripping from the medium and then prevent lag phase. CO2 production 

rate and O2 consumption rate were calculated as described by Poilpre et al. (2002) for chemostats, A-stats and 

batches, and considering the liquid and gas volume evolution, the inlet airflow, the temperature and the pressure. 

The Respiratory Quotient (RQ) was given by the molar ratio between rCO2 and rO2. 

Glucose pulse experiments 

After establishment of the steady state, six independent samples were taken over a period of 40 h to 

characterize it. Then glucose pulses were performed by injecting a known volume of a 600 g L-1 glucose solution 

in order to obtain a concentration in the reactor of 10 g L-1. The influent and effluent pumps were running 

continuously during the experiment. These experiments were carried out twice for each condition in two 

independent chemostats. 

Determination of biomass 

In order to conduct experiments, spectrophotometric measurements at 620 nm were performed with 

spectrophotometers Hitachi U-1100 (Hitachi High Technologies America Inc., Schaumburg, USA) or Libra S4 

(Biochrom, Cambridge, UK) after a calibration against cell dry weight measurements to evaluate yeast growth. 

For cell dry weight determination, culture medium was harvested and filtrated on 0.45 μm pore-size polyamide 

membranes (Sartorius AG, Göttingen, Germany), which were then dried to a constant weight at 60°C under 

partial vacuum (200 mmHg, i.e. approximately 26.7 kPa). In presence of oleic acid, 500 μl of culture medium 

were mixed with 500 μl of iso-propanol to eliminate oleic acid. The mixture was vortexed for 1 min and 
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centrifuged for 3 min at 12.000×g. The pellet was resuspended in 500 μl of water for spectrophotometric 

measurements. For cell dry weight determination, membranes were washed after filtration with hexane and 

water to eliminate oleic acid. It was previously checked that iso-propanol and hexane did not damage the cells. 

Determination of cell viability 

A cell coloration with the methylene blue method (Postgate, 1967) was used as previously described to 

determine cells viability (Alfenore et al., 2002). In presence of oleate, cell suspension was prepared as described 

above before staining procedure. 

Metabolites analysis 

Sampling for metabolite analysis was performed by sampling the broth from bioreactors directly through 

a sterile 0.45 µm pore-size polyamide membranes (Sartorius AG, Göttingen, Germany). The permeate was then 

either directly analyzed (chemostats and A-stats) or frozen at -20°C for further analyses (batches and fed-batches). 

In order to conduct experiments, glucose concentration was analyzed by enzymatic method with an YSI 

analyser model 27 A (YSI Life Science, Yellow Springs, USA). 

The accurate determination of glucose, ethanol, glycerol and organic acids from the permeate was 

performed by high-performance liquid chromatography (HPLC) as described by Alfenore et al. (2002). For 

chemostats and A-stats, the concentrations of ethanol and acetic acid were determined by gas chromatography as 

described by Feria-Gervasio et al. (2008). 

Oleic acid concentration determination was performed by two methods on the filtered supernatant 

obtained after iso-propanol washing and centrifugation. On the first hand, supernatant was directly injected in a 

HPLC using a 250*4.6 mm C18 column (Interchim, Montluçon, France). Column temperature was set at 50°C 

and a 3% (v/v) acetic acid in methanol solution was used as carrier with a flow rate of 1 ml min-1. Detection was 

done with a refractometer. On a second hand, supernatant was processed with a 0.2 mol L-1 trimethylsulphonium 

hydroxide in methanol solution in order to turn fatty acids into volatile molecule by methylation of their 

carboxilic function. Then sample was analyzed by gas chromatography using a 50 m*0.25 mm CP-Select CB for 

FAME fused silica WCOT (Varian, Palo Alto, USA). Injector temperature was set at 140°C and column 

temperature was initially set at 50°C, then be increased to 240°C with the following profile: 8°C min-1 for 3 min; 

13°C min-1 for 5 min; 1.5°C min-1 for 27 min; 5°C min-1 for 12 min and a final isotherm of 10 min. Nitrogen gas 

was used as carrier with a flow rate of 50 ml.min-1 and detection was done by a FID set at 250°C. 
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324. RESULTATS ET DISCUSSIONS 

We previously demonstrated that oleic acid as a co-substrate in glucose-limited chemostat (D=0.16h-1) 

allowed to delay and modulate the transition from respiratory to oxido-reductive metabolism, so called “short-

term Crabtree effect”, in Saccharomyces cerevisiae CEN.PK 113-7D. As a consequence of the modulation of the 

transition, ethanol production was decreased and the carbon flow was redirected toward the biomass production 

(Feria-Gervasio et al., 2008). In order to further characterize this effect, the impact of oleic acid was investigated 

in terms of strain specificity, durability and reversibility of the effect. 

The oleic acid impact was not specific to the CEN.PK 113-7D strain  

To evaluate the strain specificity of the impact of oleic acid on the transition from oxidative to 

oxido-reductive metabolism, glucose pulse experiment was carried in the steady state of a glucose-limited 

chemostat with and without oleic acid with the strain CA10/pCD63. Results were compared with those 

previously obtained with S.c. CEN.PK 113-7D. Figure 21 showed the evolutions of ethanol concentration and the 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 21 : Changes in the ethanol concentration and RQ upon a glucose pulse (10 g L-1 indicated by the arrow) at the steady state of glucose 
limited chemostat of strain CA10/pCD63 and CEN.PK 113-7D on glucose in absence (open symbols) or in presence of an oleic acid 

(full symbols) feeding at Dole=0.0041h-1 (CA10/pCD63) and Dole=0.0073h-1 (CEN.PK 113-7D). 
Carbon balances were evaluated on the totality of each glucose pulse experiment within the range 100 ±2 %. 
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Respiratory Quotient after a glucose pulse at 10 g L-1 for the two strains. The presence of oleic acid in the 

chemostat of S. cerevisiae CA10/pCD63 led to a decrease in ethanol (16%) and acetate (results not shown) 

production after the glucose pulse. The RQ profile was also lower in presence of oleic acid. Its maximal value was 

decreased by 27% and 25% respectively for CA10/pCD63 and CEN.PK 133-7D. Finally, the strain 

CA10/pCD63 showed a delay of 6 minutes in the onset of the metabolic shift upon the glucose pulse in presence 

of oleic acid. The delay was found equal to a 15 min for the strain CEN.PK 113-7D under the same conditions. 

Thus, the impact of oleic acid on the dynamic profiles of ethanol production and RQ were similar for 

both strains, however less slightly pronounced for S. cerevisiae CA10/pCD63. 

Oleic acid impacted also the critical dilution rate (Dc) 

In order to determine the critical dilution rate for S. cerevisiae CEN.PK 113-7D with and without oleic 

acid as co-substrate (D=0.0073h-1), accelerostat cultures were carried out by increasing the glucose feeding as a 

function of time. The dilution rate was increased from an initial value of 0.16 h-1 to a final value of 0.30 h-1 with a 

constant acceleration of 0.005 h-2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 22 : Specific ethanol production rate () and biomass yield () during A-stat cultivations 
on glucose in absence (ASGCG; A) or presence (ASGOCGO; B) of oleic acid feeding at Dole=0.0073h-1. 

Lines represented the evolution profile calculated by carbon and degree of reduction balances. 
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The onset of the transition from respiratory to oxido-reductive metabolism, corresponding to the Dc, 

was characterized by the increase in the ethanol production and the decrease in the biomass yield (YX/S). This 

happened at 0.24 h-1 on sole glucose (Fig. 2A) but the presence of oleic acid in the fermentation broth led to an 

8% increase at 0.26 h-1 (Fig 2B). The difference in Dc was in the same order of magnitude as those found in the 

literature with mutant strains. A first study deleting MIG1 and MIG2, coding for a regulator involved in the 

glucose repression, led to a 5% increase in the Dc determined with the same technique (Klein et al., 1999). 

Over-expressing the transcription factor Hap4p led to a 10% increase in Dc estimated in chemostat cultures (van 

Maris et al., 2001). Finally, Vemuri et al. (2007) showed a 10% increased in Dc by expressing a heterologuous 

oxidase during productostat cultures (Moreira dos Santos et al., 2004). 

Under cellular metabolism considerations, this 8% increase in Dc corresponded to an 8% higher specific 

consumption rate of glucose for the onset of the metabolic transition, from 16.5 to 17.8 mCmol gDCW-1 h-1 

(Fig. 3). Previous study of Feria-Gervasio et al. (2008) demonstrated that modulation of this transition was not 

correlated to the respiratory chain capacity. Thereby, this observation suggested that addition of oleic acid 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 23 : Specific ethanol production rate is given as a function of the specific consumption rates of glucose (A) and the specific 
consumption rate of carbon (B) during A-stat cultivations on glucose in absence (ASGCG; solid lines) or presence (ASGOCGO; dotted lines) of 

oleic acid feeding at Dole=0.0073h-1. The A-stat cultivations of Saccharomyces cerevisiae CEN.PK 113-7D were carried out between 
D=0.16h-1 and D=0.3h-1. 
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resulted in an enhancement of the so-called ”respiratory capacity” (black box model including the metabolic 

cytosolic and mitochondrial pathways responsible for the respiratory catabolism of pyruvate), permitting cells to 

metabolize glucose at higher rates without employing the fermentative way. 

In regard to carbon uptake rate, the Dc corresponds to a 15% higher carbon uptake rate in glucose-oleate 

A-stat, from 16.5 to 19.0 mCmol gDCW-1 h-1 (Fig. 3). In addition to an 8% higher carbon rate from glucose, 

cells were thus able to metabolize 7% more carbon from oleic acid when metabolic transition occured. 

Oleic acid effect was at least partially reversible 

Batch cultures were performed in order to determine the reversibility of the oleate impact. Pre-grown 

cells on glucose-oleate carbon source were transferred in glucose batch cultures with or without oleic acid as 

co-substrate (BGCGO and BGOCGO). Their ethanolic performances were compared to a control glucose batch with 

cells precultured on glucose only (BGCG). 

Batch cultivations on glucose only showed that cells precultured on glucose + oleic acid as the carbon 

sources (BGCGO) presented a 1 hour greater delay in the onset of ethanol production than the cells pregrown on 

glucose only (BGCG) (Fig 4). Biomass-oriented rearrangement of the metabolism was thus conserved even when 

oleate was removed from the culture broth. However, cells precultured on glucose + oleic acid as the carbon 

sources and transferred in a batch containing glucose and oleic acid (BGOCGO) presented a 1 hour even greater 

delay than when growing on glucose alone (BGCGO). As a consequence, a constant oleic acid pressure seemed 

necessary to conserve for a long period the whole impact on the cell metabolism. Therefore, these observations 

indicated a partial reversibility of the oleic acid effect in cells once oleic acid was removed. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 24 : Concentration of ethanol during aerobic batch cultivations of Saccharomyces cerevisiae CEN.PK 113-7D.  
The batch cultivations were inoculated with cells gathered at the steady state of glucose limited chemostat at D=0.16h-1 

(Batch glucose (BGCG);) or with cells gathered at the steady state of glucose limited chemostats at D=0.16h-1 in presence of oleate 

at Dole=0.0073h-1 (Batch glucose (BG CGO); and Batch glucose with oleic acid (BGO CGO);). 
Lines represented the evolution profile calculated by carbon and degree of reduction balances. 
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Oleic acid impact was effective for hours during VHEP fermentation with oleate pressure 

The impact of oleic acid on the oxido-reductive metabolism and its durability were further studied 

during fed-batch conditions. A first glucose-excess aerobic fed-batch cultivation was carried out with glucose as 

sole carbon source inoculated with cells precultured on glucose (FBGCG). A second fed-batch was carried out with 

cells pregrown on glucose and oleic acid as co-substrate (FBGOCGO) for comparison. 

Kinetics of biomass and ethanol produced suggested that the presence of oleic acid in the medium 

promoted the growth of yeasts to the detriment of ethanol production and led to a shorter fermentation time 

(Fig. 5). This was confirmed in view of the global yields on glucose consumed (Table 7). Biomass yield was 

increased by 35% as well as its final concentration by 73%. Ethanol yield was meanwhile decreased by 8% and the 

final titer of ethanol by 7% (116.2 vs 126.8 g L-1). The maximal production rates of ethanol and glycerol were 

decreased by 67% and 39%, respectively (Table 7). This clearly confirmed that oleic acid negatively impacted the 

fermentative capacities of the cells during aerobic fed-batch cultures. Carbon metabolism was thus preferentially 

directed toward biomass production although no variation was observed for the maximal specific growth rate. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 25 : Evolution of () biomass and () ethanol cumulated masses during aerobic fed-batch cultivations of Saccharomyces cerevisiae 
CENPK 113-7D. Open symbols represent the glucose-excess fed-batch with non-adapted cells (FBGCG), full symbols represent the glucose-

oleate-excess fed-batch with adapted cells (FBGOCGO). 

 

Table 7 showed a greater production of succinate in the cells precultured on glucose + oleic acid 

(FBGOCGO). Final concentration, global yield and maximal specific rate of production of this organic acid were 

increased respectively by 34%, 67% and 114% when oleate was added in the fermentation broth. Measurements 

did not reveal any oleate consumption during the fed-batch FBGOCGO experiment and the carbon recovery was 

close to 100% considering entering carbon only from glucose. Therefore, a succinate synthesis from the 

catabolism of oleic acid through the β-oxidation and glyoxylate pathways cannot be taken into consideration. The 

cycle of the tricarboxylic acids was then supposed to be the source of succinate excretion under oxido-reductive 

metabolism with glucose as sole carbon source, as previously mentioned by Camarasa et al. (2003). Moreover, 
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HCO3
- was known to inhibit numerous enzymes such as TCA cycle succinate dehydrogenase (Jones & Greenfield, 

1982). During our experiments, succinate was produced in the first phase of the fed-batches, corresponding to 

the slightly extended growth phase, corresponding when the highest rates of CO2 production occurred (results 

not shown). Assuming that succinic acid derived from the tricarboxylic cycle, the increased excretion of succinate 

could be interpreted as a higher activity of the TCA cycle. These observations were strengthened by the increased 

oxygen consumption observed in presence of oleic acid (data not shown) and previously described by 

Feria-Gervasio et al. (2008) in aerobic chemostat. 

 

Table 7 : Final concentrations, global yields and maximal specific rates obtained during aerobic fed-batch cultivations of Saccharomyces 
cerevisiae CEN.PK 113-7D under glucose-excess (FBGCG) or glucose-oleate-excess (FBG0CG0) conditions. 

Representative differences are in bold. 

 

   Biomass Ethanol Glycerol Acetate Succinate Pyruvate 

FINAL 

CONCEN- 

TRATION 

FBGCG g L-1 13.2  0.3 126.8  0.6 4.96  0.02 5.28  0.04 0.53  0.01 0.36  0.01 

FBGOCGO g L-1 22.9  0.5 116.2  1.1 4.21  0.05 5.1  0.1 0.71  0.03 0.37  0.06 

Difference % 73 -8 -15 3 34 3 

YIELD 

FBGCG g g-1 0.174  0.005 0.432  0.008 0.0142  0.0012 0.0158  0.0006 0.0027  0.0006 0.0013  0.0003 

FBGOCGO g g-1 0.234  0.012 0.40  0.01 0.015  0.002 0.0171  0.0004 0.0045  0.0002 0.0013  0.0002 

Difference % 35 -7 6 8 67 0 

MAXIMAL 

SPECIFIC 

RATE 

FBGCG g g-1 L-1 0.35  0.01 1.31  0.05 0.074  0.008 0.034  0.004 0.007  0.002 0.013  0.004 

FBGOCGO g g-1 L-1 0.38  0.03 0.43  0.03 0.045  0.008 0.047  0.002 0.015  0.003 0.017  0.004 

Difference % 8 -67 -39 38 114 30 

 

Glycerol production was also decreased in presence of oleic acid. Final concentration and maximal 

specific rate of production of glycerol were decreased respectively by 15% and 39%. In addition to its role in the 

stress response, glycerol formation is known to ensure the cytosolic NADH reoxidation when oxido-reductive 

metabolism occurs for anabolic purpose (Ansell et al., 1997). The decrease in glycerol production was likely the 

result of the increase in the oxygen consumption rate observed in the presence of oleic acid. Similar correlation 

between glycerol formation and oxygen consumption rate were reported in the literature either by modulating 

the aeration regime (Alfenore et al., 2004), by reducing the glycerol production through the control of the RQ 

(Bideaux et al., 2006) or by metabolic engineering approaches (Pagliardini et al., 2010 ; Vemuri et al., 2007). 

Considering the differences on succinate, glycerol production and on oxygen consumption, we can 

reasonably make the statement that the presence of oleic acid enhanced the global respiratory capacity in 

S. cerevisiae. 

Figure 26 presented the gain on biomass yield and the loss on ethanol yield in glucose-oleate fed-batch 

compared to glucose fed-batch. In these graphics, the diminution of μ and qEtOH can be linked to the experiment 

progress and permitted an overview on the evolution of the oleate impact strength on the cell metabolism. Gain 
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on biomass yield decreased during the major part of growth phase, from an initial factor of 3.2 to a lower of 1.5. 

Moreover, loss on ethanol yield decreased from a factor of 1.57 at the beginning of the culture to 1.04 at the end 

of the growth phase, i.e. for qEtOH below 0.18 g g-1 h-1. When uncoupled ethanol production occurred, i.e. for 

specific rate of ethanol production below 0.18 g g-1 h-1, this factor was between 1 and only 1.04. This clearly 

revealed a continuous loss of the strength of the oleic acid impact on the cell metabolism with the culture 

progress. When the growth phase ended, this impact even almost disappeared. Thus, oleic acid impacted cell 

metabolism mainly when growth happened during VHEP experiments. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 26 : Evolutions of the gain in biomass yield as a function of the growth rate (A) and the loss in ethanol yield as a function of the 
specific rate of ethanol production (B) during aerobic fed-batch cultivations of Saccharomyces cerevisiae CEN.PK 113-7D.  

The gain represents difference on yields obtained with glucose-oleate cultivation against glucose cultivation. 
Dotted arrows represent the fermentation progress. 

 

Implication for scale up biomass production process 

The understanding and control of biomass production processes present an important interest in an 

economical point of view. The main microorganism used for these processes is S. cerevisiae cause of its utilization 

in a wide variety of food industries. Van hoek et al. (1998) showed that the quality of commercial baker’s yeast 
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(S. cerevisiae) was determined by many parameters including storage, stability, osmotolerance, freeze-thaw 

resistance, rehydratation resistance and color. 

Under aerobic conditions, the ethanol formation appeared when the residual glucose concentration was 

higher than 0.1 g L-1 for which the specific growth rate exceeded the critical value Dc (Petrik et al., 1983 ; Rieger 

et al., 1983 ; van Urk et al., 1988 ; Verduyn et al., 1984). 

Nevertheless, this particularity is quite undesirable during biomass production since it reduces the 

biomass yield on the carbon feedstock. For this reason, industrial starter yeast production is performed in aerobic, 

sugar-limited fed-batch cultures. The optimization of process productivity therefore requires the higher increase 

as possible of the specific growth rate and/or of the biomass yield. Process optimization has been so far based on 

strain selection and empirical optimization of the environmental parameters such as pH, temperature, aeration 

rate and feeding profiles of sugar, nitrogen and phosphorus (Chen & Chiger, 1985 ; Kristiansen, 1994 ; Reed & 

Nagodawithana, 1991). 

Moreover, large tanks used for industrial production lead to scale-up difficulties due to the appearance of 

heterogeneities, in particular for glucose and oxygen concentrations. Mixing time was estimated between 

10 seconds and 250 seconds considering the tank size from 12 to 30 m3 (Bylund et al., 1998 ; Bylund et al., 1999 

; Enfors et al., 2001 ; Vrabel et al., 1999). Mimicking the cell life in bioreactor was done with complex systems 

of bioreactors presenting different substrate and oxygen conditions. It revealed onsets of metabolic 

rearrangements in the order of the second (Bylund et al., 1998 ; Lara et al., 2009). The present study and 

previous work of Feria-Gervasio et al. (2008) showed that addition of oleic acid in the fermentation broth 

permitted the yeast to present a delay for the metabolic shift onset after a sudden increase of glucose 

concentration in the range of few minutes. 

Thus, an industrial use of oleic acid in such processes could lead to better manage the heterogeneities 

issues when the Crabtree effect onset is no desirable. Moreover, we demonstrated that the impact of oleate was 

not strain dependent but reversible. Therefore, starter yeasts prepared with oleate as co-substrate of glucose 

could be further used in various applications, implementing the Crabtree effect or not. 
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 33. RESULTATS COMPLEMENTAIRES 

331. PARAMETRES DES CULTURES 

3311. Evolution des masses cumulées lors de la culture « G » et « GO » 

D’après les résultats bruts de cette expérience, les bilans carbone et des degrés de réduction généralisés 

bouclent respectivement à 101 % et 101 % sur glucose seul, et à 101 % et 103 % sur glucose plus acide oléique. 

La culture « G » a duré un total de 59 h pendant lesquelles 1244 g de glucose ont été consommés, pour produire 

notamment 593 g d’éthanol, 21 g d’acide acétique et 20 g de glycérol. La culture « GO » a quant à elle duré 44 h, 

pendant lesquelles 1244 g de glucose ont été consommés, pour produire notamment 469 g d’éthanol, 20 g 

d’acide acétique et 17 g de glycérol (Figure 27). 

La phase de croissance de la culture « G », qui a duré 24 h, a permis de produire 53 g de biomasse contre 

86 g en 17 h pour la culture « GO ». L’acide succinique a lui été produit au cours des 31 et 28 premières heures, 

respectivement pour les cultures « G » et « GO ». Dans les deux cas, il a été légèrement reconsommé pour 

atteindre une masse finale de 2,3 g en l’absence et de 3,1 g en présence d’acide oléique. 

La production d’acide pyruvique a suivi un profil similaire en étant produit au cours des 32 et 15 

premières heures, respectivement pour les cultures « G » et « GO ». Sa reconsommation a conduit à une masse 

finale de 2,0 g dans les deux expériences. Enfin, le dosage de l’acide oléique dans la culture « GO » n’a pas permis 

de mettre en évidence une consommation de ce substrat par les cellules, puisque sa concentration est demeurée 

stable tout au long de la culture, à 50 ± 1,2 g L-1. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 27 : Evolution des masses cumulées lors des cultures discontinues alimentées en excès de glucose seul (symboles pleins) et en excès 

de glucose plus acide oléique (symboles ouverts). A représente () la biomasse, () l’éthanol et () le glycérol. B représente 

() l’acide acétique, () l’acide succinique et () l’acide pyruvique. Les courbes représentent les données réconciliées. 
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µ m ax h
-1 0,35 +/- 0,01 0,38 +/- 0,03

q éthanol m ax g g
-1

 h
-1 1,31 +/- 0,05 0,43 +/- 0,03

q acétate m ax mg g
-1

 h
-1 34 +/- 4 47 +/- 2

q glucose m ax g g
-1

 h
-1 3,02 +/- 0,07 1,25 +/- 0,05

Ybiom asse /  glucose g g
-1 0,174 +/- 0,005 0,234 +/- 0,012

Yéthanol /  glucose  global g g
-1 0,432 +/- 0,008 0,40 +/- 0,01

Yéthanol /  glucose  croissance g g
-1 0,402 +/- 0,008 0,31 +/- 0,01

Yglycérol /  glucose  global g g
-1 0,0142 +/- 0,0012 0,015 +/- 0,002

Yglycérol /  glucose  croissance g g
-1 0,021 +/- 0,002 0,041 +/- 0,003

Yacétate /  glucose  global g g
-1 0,0158 +/- 0,0006 0,0171 +/- 0,0004

Yacétate /  glucose  croissance g g
-1 0,0102 +/- 0,0006 0,0128 +/- 0,0005

Ysuccinate /  glucose  croissance g g
-1 0,002 +/- 0,001 0,0071 +/- 0,0004

Ypyruvate /  glucose  croissance g g
-1 0,0031 +/- 0,0007 0,0122 +/- 0,0005

Biom asse g L
-1 13,2 +/- 0,3 22,9 +/- 0,5

Ethanol g L
-1 126,8 +/- 0,6 116,2 +/- 1,1

Glycérol g L
-1 4,96 +/- 0,02 4,21 +/- 0,05

Acétate g L
-1 5,28 +/- 0,04 5,1 +/- 0,1

Succinate g L
-1 0,53 +/- 0,01 0,71 +/- 0,03

Pyruvate g L
-1 0,36 +/- 0,01 0,37 +/- 0,06

P crit ique g L
-1 86 +/- 3 92 +/- 4

GLUCOSE GLUCOSE +  OLEATE

VITESSES SPECIFIQUES

RENDEMENTS GLUCOSE

CONCENTRATIONS FINALES

3312. Comparaison des rendements des cultures « G » et « GO » 

L’analyse des rendements sur glucose consommé confirme la différence du comportement de S. cerevisiae 

entre les deux expériences observée sur l’évolution des masses cumulées (Tableau 8). Lors de la phase de 

croissance, le rendement en biomasse est ainsi de 0,234 g gGlucose
-1 en présence d’acide oléique, contre seulement 

0,174 g gGlucose
-1 en l’absence de cette molécule (Tableau 8). L’éthanol et le glycérol présentent quant à eux des 

rendements de production respectifs de 0,31 et 0,041 g gGlucose
-1 avec ajout d’acide oléique, contre 0,402 et 

0,021 g gGlucose
-1 pour l’expérience témoin. Les acides organiques sont également produits dans des proportions 

différentes. L’acide acétique est ainsi produit avec un rendement de 10,2 et 12,8 mg gGlucose
-1, l’acide succinique 

 

Tableau 8 : Paramètres des cultures discontinues alimentées en excès de glucose et en excès de glucose plus acide oléique. 
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de 2 et 7,1 mg gGlucose
-1 et l’acide pyruvique de 3,1 et 12,2 mg gGlucose

-1, respectivement pour les cultures « G » et 

« GO » (Tableau 8). 

Si l’on considère l’ensemble des cultures, les rendements en éthanol et acide acétique divergent 

également entre les deux expériences, bien que dans une moindre mesure. Ils atteignent ainsi respectivement 

0,432 g gGlucose
-1 et 0,0158 g gGlucose

-1 sur glucose seul, contre 0,40 g gGlucose
-1 et 0,0171 g gGlucose

-1 sur glucose plus 

acide oléique (Tableau 8). 

3313. Comparaison des vitesses spécifiques des cultures « G » et « GO » 

L’analyse des vitesses spécifiques révèle logiquement une diversité de résultats entre les deux cultures. 

La vitesse spécifique maximale de consommation de glucose est ainsi amoindrie en présence d’acide oléique, à 

1,25 g gX h-1 contre 3,02 g gX h-1 sur glucose seul (Tableau 8). 

Le taux de croissance maximal, observé en tout début de croissance et la Pcritique, concentration en éthanol 

à partir de laquelle la croissance s’arrête, ne présentent pas de différence significative entre les deux cultures 

(Tableau 8). Cependant, l’évolution de ce taux de croissance en fonction de la concentration en éthanol présente 

un décalage (Figure 28). En présence d’acide oléique, il chute ainsi de la même manière qu’en l’absence de cette 

molécule, mais pour des concentrations en éthanol plus faible d’environ 10 g L-1. Pour des taux de croissance 

inférieurs à 0,12 h-1, l’amplitude de ce décalage diminue, jusqu’à devenir nulle pour des valeurs inférieures à 

0,05 h-1. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 28 : Evolution du taux de croissance en fonction de la concentration en éthanol, lors des cultures discontinues alimentées en excès 

de glucose seul (—) et en excès de glucose plus acide oléique (). 

 

La vitesse spécifique maximale de production d’éthanol est quant à elle nettement plus élevée pour la 

culture « G », à 1,31 g gX h-1, que pour la culture « GO », à 0,43 g gX h-1 (Tableau 8). L’évolution de cette vitesse 

spécifique en fonction de la concentration en éthanol et en acide acétique présente également un profil décalé 
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entre les deux cultures (Figure 29). Pour une concentration en alcool donnée (supérieure à 20 g L-1), cette vitesse 

est ainsi inférieure d’environ 50 % en présence d’acide oléique. Il en est de même pour des concentrations en 

acide acétique supérieures à 1,3  g L-1, où qEthanol est inférieur d’environ 30 % en présence d’acide oléique. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 29 : Evolution de la vitesse spécifique de production d’éthanol en fonction de la concentration en éthanol et en acide acétique, lors 

des cultures discontinues alimentées en excès de glucose seul (—) et en excès de glucose plus acide oléique (). 

 

3314. Evolution des rendements lors des cultures « G » et « GO » 

L’analyse de l’évolution des rendements en certains métabolites en fonction du taux de croissance 

permet de révéler des indices sur les changements métaboliques s’opérant en présence d’acide oléique. 

La synthèse d’une mole d’éthanol est couplée à celle d’une mole de dioxyde de carbone. Sur glucose 

seul, le rendement en dioxyde de carbone sur éthanol produits est relativement constant, à 1,08 mol molEthanol
-1 

(Figure 30). En revanche, l’ajout d’acide oléique augmente cette valeur, qui va diminuer avec le taux de 

croissance. Ce rendement chute alors d’1,66 mol molEthanol
-1 au taux de croissance maximal, à 1,14  mol molEthanol

-1 

à un taux de croissance nul. 

Le rendement en dioxygène consommé sur glucose consommé est lui aussi plus élevé sur glucose plus 

acide oléique (Figure 30). Sa valeur chute ainsi de 73 mmol CmolGlucose
-1 pour max, à 34 mmol CmolGlucose

-1 pour 

 = 0,06 h-1, avant de réaugmenter jusqu’à 41 mmol CmolGlucose
-1 à un taux de croissance nul. Sur glucose seul, ce 

rendement est seulement de 17 mmol CmolGlucose
-1 à max. Il augmente ensuite avec la diminution du taux de 

croissance, pour atteindre 27 mmol CmolGlucose
-1 à un taux de croissance nul. 

L’évolution des rendements en coproduits sur glucose consommé semble également impactée par la 

présence d’acide oléique (Figure 31). Lors de l’expérience « G », le rendement en glycérol est relativement stable 

pour un taux de croissance supérieur à 0,1 h-1, à une valeur comprise entre 21 et 24 mCmol CmolGlucose
-1. Il 
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Figure 30 : Evolution du rendement en CO2 sur éthanol produits et du rendement en O2 sur glucose consommés en fonction du taux de 

croissance, lors des cultures discontinues alimentées en excès de glucose seul (—) et en excès de glucose plus acide oléique (). 

 

diminue ensuite pour des taux de croissance inférieurs, jusqu’à 6 mCmol CmolGlucose
-1 à l’arrêt de la production de 

biomasse. On peut observer un profil similaire lors de l’expérience « GO » pour ces taux de croissance inférieurs 

à 0,1 h-1. Le rendement en glycérol est cependant plus élevé à des taux de croissance supérieurs, puisqu’il 

diminue de manière linéaire de 40 mCmol CmolGlucose
-1 à max, à 22 mCmol CmolGlucose

-1 pour  = 0,1 h-1. 

Pour un taux de croissance supérieur à 0,08 h-1, le rendement en acide acétique produit est aussi 

relativement stable sur glucose seul, entre 8 et 12 mCmol CmolGlucose
-1 (Figure 31). Par contre en présence 

d’acide oléique, il chute de 43 mCmol CmolGlucose
-1 à max, à 11 mCmol CmolGlucose

-1 pour  = 0,08 h-1. Pour des 

taux de croissance inférieurs, les deux profils sont similiaire. La valeur de ce rendement en acide acétique à l’arrêt 

de la production de biomasse est de 19 mCmol CmolGlucose
-1 dans les deux expériences. 

Lors de la culture « G », l’acide succinique semble être produit à un rendement relativement stable 

quelque soit le taux de croissance, à une valeur comprise entre 2,2 et 3,3 mCmol CmolGlucose
-1 (Figure 31). Lors 

de la culture « GO », il chute en revanche de 13,0 à 3,3 mCmol CmolGlucose
-1 entre max et  = 0,08 h-1. Pour des 

taux de croissance inférieurs, l’évolution du rendement est similaire pour les deux conditions. 

Au cours de la croissance dans l’expérience témoin, le rendement en acide pyruvique semble diminuer 

de manière linéaire de 5,1 mCmol CmolGlucose
-1 à  = 0,32 h-1, à 1,1 mCmol CmolGlucose

-1 pour un taux de 

croissance nul (Figure 31). Une diminution linéaire de ce rendement est également observable en présence 

d’acide oléique, de 14,8 mCmol CmolGlucose
-1 à max, à une valeur nulle pour  = 0,02 h-1. Dans ces conditions, 

l’acide pyruvique est donc reconsommé avant la fin de la phase de croissance. 
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Figure 31 : Evolution des rendements en glycérol, acide acétique, acide succinique et acide pyruvique produits sur glucose 
consommé en fonction du taux de croissance, lors des cultures discontinues alimentées en excès de glucose seul (—) et en 

excès de glucose plus acide oléique (). 

 

 

332. ESTIMATION DES FLUX METABOLIQUES 

Les flux intracellulaires ont été estimés pour les deux expériences au taux de croissance maximal. Les 

données ont été obtenues à l’aide du modèle métabolique, puis normées vis-à-vis de la consommation de glucose 

(FA(normé) = FA / FGlucose) afin d’être comparées (Figure 32). 

3321. Répartition intracellulaire du glucose entrant 

En présence d’acide oléique, la part de glucose-6-P envoyée vers la glycolyse est diminuée de 28 % (886 

contre 638 mmol molGlucose
-1). Ceci s’explique par une fraction beaucoup plus importante dirigée vers le cycle des 

pentose-phosphates (85,5 contre 272 mmol molGlucose
-1). Plus bas dans la chaîne glycolytique, la quantité de 

glycéraldéhyde-3-P transformée en glycérol-3-P est également plus importante de 17 % (53,0 contre 

61,8 mmol molGlucose
-1). Lors de la culture « GO », S. cerevisiae va ensuite transporter près de trois fois plus de 



Chapitre 3 – Etude de l’impact de l’acide oléique 

 

DOCUMENT CONFIDENTIEL (septembre 2013 – 2023) 123 

Glucose

1000

85,5 1000

272
Ribulose-5-P Glucose-6-P

 

886

45,9 638

146
Sedoheptulose-7-P Glyceraldéhyde-3-P Fructose-6-P

924

760 53,0 51,6

61,8 57,4
Fructose-6-P Erythrose-4-P Glyceraldéhyde-3-P Glycérol-3-P Glycérol

19,7

62,9 1815

1522

3-phosphoglycérate

0,35 h -1

0,38 h-1 1796

Biomasse 1464

8,00

Phosphoénolpyruvate 16,6
Pyruvate

1783

11,1 gX molATP
-1 1422 1658 1569

28,0 gX  molATP
-1 1047 775

Pyruvate Acétaldéhyde Ethanol

53,6

167 22,9 68,4

63,7 20,3 209

63,9

Acétyl-coA 34,9

103

15,9 Acétate Acétate Acétate

41,9 20,3

63,9

Chaîne respiratoire Oxaloacétate 56,2

Citrate 177

NAD+ -0,21

-7,61

15,9

256 41,9 Acétyl-coA

853

-0,21

-7,61
NADH ! -cétoglutarate

-8,05

-33,4

-11,9

-44,3 Succinate 3,84

10,9

Mitochondrie

Cytosol

Rendement ATP

Fumarate

Succinate

(3,02 g g-1 h-1)

(1,11 g g -1 h -1)

Malate

pyruvate vers la matrice mitochondriale via la pyruvate déshydrogénase et la pyruvate carboxylase (76,5 contre 

230 mmol molGlucose
-1). 

Dans les deux expériences, le cycle des acides tricarboxyliques tourne en sens inverse de 

l’-cétoglutarate à l’oxaloacétate. Cet ensemble de réactions recouvre la branche réductive du cycle 

(oxaloacétate à succinate), qui est réputée tourner dans le sens réducteur en anaérobiose (Camarasa et al., 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 32 : Répartition des flux métaboliques dans le métabolisme central du carbone lors des cultures discontinues alimentées en excès de 
glucose seul (nombres gras) et en excès de glucose plus acide oléique (nombres normaux). Les valeurs présentées ont été obtenues à μmax 

puis normées vis-à-vis de la consommation de glucose (FA(normé) = FA / FGlucose). Elles sont donc exprimées en mmol molGlucose
-1. 
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Certains auteurs avancent que le cycle des acides tricarboxyliques fonctionnerait également de manière branchée 

lors de cultures en excès de glucose en mode discontinu ou discontinu alimenté (Blank et Sauer, 2004). Il faut 

cependant prendre en compte le fait que les flux de ce cycle sont marginaux par rapport au flux de glucose 

entrant. Des erreurs de mesure minimes des métabolites extracellulaires pourraient donc également expliquer 

cette observation, et ainsi infirmer la théorie de Blank et Sauer (2004). Dans tous les cas, la réaction de synthèse 

d’-cétoglutarate à partir de succinyl-coA est thermodynamiquement impossible. Toujours au niveau de la 

mitochondrie, la consommation d’oxygène est fortement accrue, permettant la réoxydation de près de 3,3 fois 

plus de NADH (256 contre 863 mmol molGlucose
-1). 

Enfin, on retrouve logiquement une diminution de la synthèse d’éthanol, de moitié, en présence d’acide 

oléique dans le milieu de culture (1569 contre 775 mmol molGlucose
-1). La proportion de glucose dirigée vers les 

autres coproduits du métabolisme fermentaire est quant à elle plus élevée : acétate, + 195 % (34,9 contre 

103 mmol molGlucose
-1) ; succinate, + 183 % (3,84 contre 272 mmol molGlucose

-1) ; pyruvate, + 107 % (8,00 contre 

16,6 mmol molGlucose
-1). 

3322. Balance de cofacteurs et énergétique cellulaire 

En présence d’acide oléique dans le milieu de culture, les besoins énergétiques de S. cerevisiae pour 

produire de la biomasse sembleraient nettement diminués à max, de 60 % (28,0 contre 11,1 gX molATP
-1) (Figure 

32). 

L’oxydation du NADPH est due uniquement à l’anabolisme. La régénération du NADPH cytosolique se 

réalise quant à elle par la synthèse d’acide acétique et par le cycle des pentose-phosphates. Cette régénération ne 

semble pas modulée par la présence d’acide oléique, puisque la formation NADPH cytosolique est assurée par le 

cycle des pentose-phosphates à hauteur 71 % sur glucose seul, et à 72 % sur glucose plus acide oléique (Figure 

33). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 33 : Répartition des réactions génératrices de NADPH au taux de croissance maximal lors des cultures sur glucose seul et 
sur glucose plus acide oléique. Les chiffres représentent les flux normés en fonction de la consommation de glucose (mmol mol-1). 
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En revanche, il apparaît que l’origine du NADH et du NAD+ varient entre les deux cultures (Figure 34). 

D’un point de vue global, les cellules sur glucose plus acide oléique réoxydent 16 % de NAD+ en plus que sur 

glucose seul. 

Sur ce dernier substrat, la cellule produit du NADH à 98 % via la glycolyse (2037 mmol mol-1). Cette 

valeur n’est que de 94 % en présence d’acide oléique (2301 mmol mol-1). Dans ces conditions, une part plus 

importante du NADH total est transférée vers la mitochondrie via de la navette mitochondriale (32 % contre 

11 %). 

Ce NADH est ensuite réoxydé par la production d’éthanol à hauteur de 88 % pour la culture « G » 

(1791 mmol mol-1), contre seulement 65 % pour la culture « GO » (1553 mmol mol-1). Lors de cette dernière, la 

chaîne respiratoire représente alors 35 % du NAD+ régénéré (853 mmol mol-1) contre seulement 12 % sur 

glucose seul (256 mmol mol-). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 34 : Répartition des réactions génératrices de NADH et de NAD+ au taux de croissance maximal lors des cultures sur glucose seul et 
sur glucose plus acide oléique. Pointillé : réactions cytosoliques ; Hachuré : réactions mitochondriales. Les chiffres représentent les flux 

normés en fonction de la consommation de glucose (mmol mol-1). 
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34. DISCUSSIONS 

341. DIMINUTION DES CAPACITES FERMENTAIRES 

Les cellules cultivées avec ou sans acide oléique dans le milieu de culture ont montré des comportements 

bien distincts. Bien que les cellules cultivées sur glucose seul aient été capables de consommer ce substrat jusqu’à 

une vitesse maximale de 3,02 g gX
-1 h-1, cette valeur a chuté de 58 % en présence d’acide oléique. Cette 

diminution pourrait avoir plusieurs causes possibles. A des concentrations élevées en glucose, la consommation de 

ce substrat est assurée par le transporteur plasma-membranaire à faible affinité, tandis que l’activité du 

transporteur à haute affinité est résiduelle (Bisson & Fraenkel, 1984). Le transporteur à faible affinité pourrait 

ainsi être inhibé par l’acide oléique. 

Mais il serait plus probable que cette molécule réprime indirectement l’expression des gènes codant pour 

ce transporteur, par l’intermédiaire d’une cascade de régulation indéfinie. Il est notamment connu que l’acide 

oléique peut jouer sur l’expression de nombreux gènes via l’O.R.E. (Oleic Response Element), séquence 

présente au niveau de promoteurs. Lors de cultures continues sur glucose avec ou sans acide oléique, une analyse 

transcriptomique comparative a permis de mettre en évidence une modification de l’expression de 280 gènes en 

présence de cette molécule (Feria-Gervasio, 2008). Parmis ceux-ci, 103 gènes avaient une fonction inconnue, et 

seul un gène codant pour un transporteur des hexose était réprimé (YBR241C, potentiel transporteur de la 

famille des transporteurs d’oses). Toutefois, l’analyse transcriptomique ne permet pas de donner une image 

complète des mécanismes de régulation métabolique, qui peuvent exister à d’autres niveaux. Par exemple, 

l’augmentation des activités spécifiques de la Catp, de la Citp et de l’isopropylmalate synthase observée en 

présence d’acide oléique ne s’accompagnait par d’une surexpression des gènes correspondant (Feria-Gervasio, 

2008). La diminution du flux de glucose-6-P entrant dans la voie de la glycolyse pourrait ainsi être une résultante 

de cet effet de l’acide oléique. 

Il serait également possible que l’acide oléique, présent à hauteur de 50 g L-1 dans le milieu de culture, 

agisse comme une barrière au niveau de la membrane plasma-membranaire. Une agrégation de cet acide à cet 

endroit pourrait ainsi provoquer un encombrement stérique au niveau des transporteurs du glucose, limitant de 

fait la capacité des cellules à le transporter du milieu extracellulaire vers le cytosol. 

Cette diminution de la vitesse de consommation de glucose se retranscrit de manière logique au niveau 

de la vitesse spécifique maximale de production d’éthanol. Celle-ci a ainsi été diminuée de 67 % en présence 

d’acide oléique, atteignant 0,43 g gX
-1 h-1. Les cellules sur glucose plus acide oléique n’ont ensuite pas été capables 

de recouvrer des vitesses de production d’éthanol similaires aux cellules sur glucose seul (Figure 29). De plus, cet 

acide a impacté négativement le rendement global et le titre final en éthanol, qui ont diminué respectivement de 

7 et 8 %, à 0,40 g gGlucose
-1 et 116,2 g L-1. Le rendement en dioxyde de carbone sur éthanol produits a aussi 

augmenté pour la culture « GO », confirmant la redirection du carbone de la production d’éthanol vers d’autres 
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voies métaboliques productrices de CO2. Les cellules cultivées sur glucose plus acide oléique présentent donc des 

capacités de production d’éthanol fortement amoindries. 

A l’inverse, le rendement en biomasse produite pendant la phase de croissance de l’expérience « GO » a 

été nettement amélioré, à 0,0234 g gGlucose
-1 (+ 35 %). En raison d’une vitesse de consommation de glucose plus 

faible, cette augmentation ne se retrouve cependant pas au niveau du taux de croissance, dont l’écart entre les 

deux conditions n’est pas significatif. Cette observation est en contradiction avec la diminution du taux de 

croissance observée pour des cellules préparées puis cultivées sur glucose plus acide oléique en mode discontinu, 

pas rapport à des cellules préparées et cultivées uniquement sur glucose (Feria-Gervasio, 2008). Elle est 

également à mettre en perspective avec l’amélioration de 12 % du taux de croissance maximal observée en mode 

discontinu, grâce à la délétion des gènes MIG1 et MIG2, impliqués dans l’apparition de l’effet Crabtree (Klein et 

al., 1999). 

Les cellules présentaient en outre une croissance plus sensible à l’éthanol. La chute du taux de croissance 

présente ainsi un profil similaire en fonction de la concentration en éthanol, mais pour des concentrations 

inférieures de 10 g L-1 (Figure 28). L’évolution du profil de viabilité cellulaire en fonction de la concentration en 

éthanol n’a toutefois pas révélé de différence (résultats non montrés). 

En conséquence, la présence d’acide oléique dans le milieu de culture, en tant que cosubstrat du glucose, 

altère fortement les capacités fermentaire de S. cerevisiae, même sans être métabolisé par les cellules. 

 

342. REDISTRIBUTION DU CARBONE 

L’acide oléique a perturbé l’organisation du métabolisme cellulaire en profondeur. L’estimation des flux 

intracellulaires en mmol molGlucose
-1 a permis d’affiner la compréhension de la redistribution du carbone déjà 

observée à un niveau macroscopique. En premier lieu, le flux de glucose-6-P dirigé vers la glycolyse a été réduit 

(- 28 %) au profit du cycle des pentose-phosphates (+ 218 %) (Figure 32). Ce dernier va permettre à la cellule de 

produire plus de NADPH et de précurseurs métaboliques comme le fructose-6-P, le ribulose-5-P et 

l’erythrose-4-P. La glycolyse produit également des précurseurs métaboliques, comme le glucose-6-P, le 

fructose-6-P, le 3-phosphoglycérate, le phosphoénolpyruvate et le pyruvate. La ponction de ces intermédiaires de 

la glycolyse par l’anabolisme est environ trois fois plus importante en présence d’acide oléique. 

Le flux de pyruvate entrant dans la mitochondrie par l’intermédiaire de la pyruvate déshydrogénase et de 

la pyruvate carboxylase a également été fortement augmentée lors de la culture « GO » (+ 188 %). Cette 

molécule a alors été métabolisée par le cycle des acides tricarboxyliques, menant à la synthèse de précurseurs 

essentiels à la synthèse des acides aminés : l’oxaloacétate, l’-cétoglutarate et l’acétyl-coA mitochondrial. La 

réoxydation du NADH généré par l’activité de ce cycle a ensuite été assurée par l’accroissement de l’activité de la 

chaîne respiratoire (+ 237 %) (Figure 32 ; Figure 34). 
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Le flux envoyé vers le by-pass de la pyruvate déshydrogénase, troisième voie potentielle de 

métabolisation du pyruvate, a quant à lui été diminué de 37 %. Ceci s’explique par le fait que la synthèse 

d’éthanol a chuté de 50 %. Ces diminutions sont de proportion différente car la seconde sortie potentielle de ce 

by-pass, via la production d’acétyl-coA, présente un flux un peu plus de 3 fois plus élevé en présence d’acide 

oléique (Figure 32). La synthèse plus élevée d’acide acétique a ainsi permis de produire plus d’acétyl-coA 

cytosolique et de NADPH mitochondrial et cytosolique. 

Enfin, le flux vers la synthèse du glycérol-3-P a été augmenté de 17 % lors de la culture « GO » (Figure 

32). Cette augmentation a permis aux cellules de fournir trois fois plus de cette molécule à leur anabolisme. La 

réoxydation du NADH cytosolique, associée à cette réaction, a ainsi été accrue de 17 %. 

De manière générale, l’activité des voies menant à la synthèse des éléments indispensables à la croissance 

cellulaire a donc été augmentée au détriment de la synthèse d’éthanol. Ceci permet aux cellules de produire les 

précurseurs métaboliques et les cofacteurs (NADPH et NAD+) nécessaires à la production des macro-molécules 

(protéines, acides gras, ADN, etc.). Il faut cependant noter que cette redistribution du carbone au niveau 

intracellulaire, décrite à max, tend à s’amenuiser avec la chute du taux de croissance, et donc avec l’avancement 

de la réaction (Figure 26). 

 

343. ACCROISSEMENT DE LA CAPACITE RESPIRATOIRE 

La théorie généralement admise par la communauté scientifique afin d’expliquer l’effet Crabtree est le 

modèle boîte noire de la capacité respiratoire limite (Käppeli & Sonnleitner, 1986). D’après cette théorie, la 

capacité du réseau de réactions cytosoliques et mitochondriales permettant la métabolisation du pyruvate est ainsi 

inhibée d’une façon inconnue. Il semble que la levée de cette inhibition nécessite de moduler des cascades de 

régulation à un niveau plus global (Blom et al., 2000 ; Klein et al., 1999 ; van Maris et al., 2001). Une 

amélioration de cette capacité respiratoire se traduit ainsi par une production d’éthanol amoindrie au profit de 

celle de biomasse, et par une augmentation des vitesses réactionnelles spécifiques de ce réseau métabolique. 

En l’absence de consommation d’acide oléique, l’acide succinique, produit presque exclusivement lors 

de la croissance cellulaire, proviendrait de l’activité du cycle des acides tricarboxyliques (Camarasa et al., 2003). 

En aérobiose, il serait ainsi excrété en conséquence à un flux de carbone entrant dans le cycle trop important, ou 

au fonctionnement de ce cycle de manière branchée (Blank et al., 2005). Sa production est donc caractéristique 

de l’activité du cycle des acides tricarboxyliques. Or en présence d’acide oléique, la production de l’acide 

succinique a été augmentée d’un point de vue de sa concentration finale (+ 34 %), de son rendement pendant la 

phase de croissance (+ 255 %) et de sa vitesse spécifique maximale de production (+ 114 %) (Tableau 8 ; Figure 

31). 
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Cette observation est renforcée par l’évolution du rendement en dioxyde de carbone sur éthanol 

produits. YCO2/Ethanol était ainsi nettement plus élevé lors de la culture « GO », indiquant que des voies 

métaboliques productrices de dioxyde de carbone, autres que la réduction de l’acétaldéhyde en éthanol, sont 

utilisées dans des proportions importantes (Figure 30). Or, le cycle des acides tricarboxyliques, qui permet à la 

cellule d’oxyder complètement l’acétyl-coA en CO2 en régénérant le NADH mitochondrial, est une source 

importante de dioxyde de carbone. 

En outre, le rendement en oxygène sur glucose consommé était également plus élevé en présence 

d’acide oléique (Figure 30). Dans ces conditions, la métabolisation d’une même quantité de glucose a donc 

nécessité une plus grande quantité de dioxygène. Cette molécule n’étant utilisée par S. cerevisiae qu’en tant 

qu’accepteur final d’électrons au niveau de la chaîne respiratoire, un YO2/Glucose plus élevé signifie donc que les 

cellules ont dirigé une plus grande fraction de glucose vers leur métabolisme oxydatif. Cette augmentation de 

l’activité de la chaîne respiratoire a donc permis aux cellules de réoxyder le NADH produit par le cycle des acides 

tricarboxyliques. Elle a également permis de prendre le relais de la synthèse d’éthanol, fortement amoindrie 

(Figure 34). 

Cette augmentation de la respiration des cellules pourrait avoir plusieurs origines. L’hypothèse la plus 

probable serait que S. cerevisiae est capable d’adapter l’activité de sa chaîne respiratoire en présence d’acide 

oléique, de manière contrôlée ou non. Il est en effet connu que la chaîne respiratoire n’est pas la cause directe de 

l’apparition de l’effet Crabtree, puisque des mesures par respirométrie ont montré que la vitesse spécifique 

maximale de consommation d’oxygène était supérieure à celle observée sous l’influence de l’effet Crabtree 

(Mouret, 2006). Cette augmentation de la respiration des cellules serait alors une conséquence directe de 

l’augmentation de l’activité du cycle des acides tricarboxylique, potentiellement couplée à l’action de l’acide 

oléique sur l’expression des gènes impliqués dans la chaîne respiratoire. 

En outre, la concentration élevée en acide oléique (177 mM) a fortement augmenté l’acidité du milieu 

de culture. Des études rapportent un effet découplant des acides gras, dont l’acide oléique, sur la phosphorylation 

oxydative dans des cellules de foie de rat (Borst et al., 1962 ; Schönfeld et al., 1989 ; Wojtczak & Schönfeld, 

1993). Chez S. cerevisiae, Viegas et al. (1989 ; 1998) ont également mis en évidence une activation de l’ATPase 

plasma-membranaire ainsi qu’une diminution du rendement en biomasse et du taux de croissance par l’acide 

octanoïque. De plus, Pampulha et Loureiro-Dias (Pampulha & Loureiro-Dias, 2000) ont rapporté un effet 

découplant et une baisse du rendement en biomasse pour une concentration en acide acétique, et donc une acidité 

du milieu de culture, proche (170 mM). Dans les expériences présentées ici, les cellules pourraient ainsi respirer 

plus pour fournir l’ATP nécessaire au fonctionnement de l’ATPase. Il apparaît toutefois que le rendement en 

biomasse a été, à l’inverse, augmenté en présence d’acide oléique (Tableau 8). Le rendement ATP semble quant à 

lui avoir été fortement augmenté par cette molécule (Figure 32), rendant peu propable cette hypothèse. 

Enfin l’acide oléique, sous forme d’émulsion dans l’eau, permet d’améliorer le transfert d’oxygène vers 

le milieu de culture (Yoshida et al., 1970). L’augmentation du kLa pourrait ainsi favoriser la consommation 
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d’oxygène par les cellules. Toutefois, cette hypothèse est écartée par le fait que la pression partielle en oxygène 

dissous est maintenue à une valeur supérieure à 20 % tout au long des cultures. Dans ces conditions, le tranfert 

d’oxygène n’influe pas sur les capacités des cellules à respirer, puisque cette molécule est constamment disponible 

en quantité supérieure aux besoins. 

La réoxydation du NADH cytosolique peut également être assurée par la production de glycérol. Lors de 

la phase de croissance, ce métabolite a été produit à un rendement plus important (+ 95 %) en présence d’acide 

oléique (Tableau 8 ; Figure 31). Les cellules pourraient donc avoir eu besoin d’améliorer la réoxydation du pool 

de NADH cytosolique. L’augmentation de la respiration serait ainsi insuffisante pour permettre de contrebalancer 

la diminution de la synthèse d’éthanol. La synthèse de glycérol permettrait alors de combler l’action de la chaîne 

respiratoire. Il faut cependant prendre en compte le second rôle biologique du glycérol (Ansell et al., 1997). A 

une concentration en acide oléique de 50 g L-1, il serait en effet possible que S. cerevisiae produise plus de glycérol 

afin de lutter contre un stress osmotique. 

De plus en présence d’acide oléique, la production d’acide acétique a été augmentée d’un point de vue 

de son rendement pendant la phase de croissance (+ 25 %) et de sa vitesse spécifique maximale de production 

(+ 38 %) (Tableau 8). Cet acide est un intermédiaire de la synthèse cytosolique de l’acétyl-coA et sa formation 

permet de régénérer les pools cytosolique et mitochondrial de NADPH, nécessaires à la croissance microbienne 

(Saint-Prix et al., 2004). Il semble donc que les cellules aient accru le flux de carbone dirigé vers la formation 

d’acide acétique afin d’assurer les besoins en NADPH nécessaires à production de biomasse (Figure 32 ; Figure 

31). En parallèle, le flux vers le cycle des pentose-phosphates a également été augmenté pour fournir plus de 

NADPH cytosolique et de précurseurs métaboliques. La contribution de ces deux sources de NADPH cytosolique 

demeure cependant équivalente dans les deux cas, avec un ratio PPP / acétate cytosolique de 71 / 29 sur glucose 

seul, et de 72 / 28 en présence d’acide oléique (Figure 33). 

Si l’on fait l’hypothèse raisonnable que l’acide pyruvique est excrété en conséquence d’un désequilibre 

entre le flux glycolytique et l’activité du cycle des acides tricarboxyliques, une augmentation de la capacité 

respiratoire devrait en toute logique diminuer la production d’acide pyruvique. Cependant, ce dernier a 

également été produit à un rendement plus élevé (+ 293 %) lors de la phase de croissance en présence d’acide 

oléique (Tableau 8 ; Figure 31). Cette évolution semble donc en contradiction avec les observations précédentes. 

Il est néanmoins possible que l’excrétion de cet acide ne soit pas, ou seulement partiellement, due à un flux 

glycolytique trop important mais à une autre cause indéfinie. 

Sur glucose seul, la reconsommation de l’acide pyruvique a débuté plusieurs heures après l’arrêt de la 

croissance, lorsque les cinétiques microbiennes étaient relativement lentes. A l’inverse sur glucose plus acide 

oléique, ce phénomène a débuté deux heures avant la fin de la phase de croissance, alors que les cinétiques 

microbiennes étaient encore élevées. Il se pourrait ainsi que les cellules de l’expérience « GO » soient capables de 

reconsommer l’acide pyruvique plus tôt grâce à une capacité de métabolisation de cette molécule plus élevée, via 

les voies cytosolique et / ou mitochondriales. 
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Enfin en présence d’acide oléique, la production d’éthanol a été diminuée au profit de celle de biomasse 

(Tableau 8). Ceci démontre que l’effet Crabtree a été partiellement levé grâce à l’ajout d’acide oléique au milieu 

de culture. D’après les modulations du comportement de S. cerevisiae observées vis-à-vis des différents 

métabolites et substrats, il semblerait donc que la levée partielle de l’effet Crabtree ait été achevée grâce à 

l’augmentation de la capacité respiratoire. Sous l’influence de cet effet, la synthèse de l’ensemble des coproduits 

de fermentation répondrait donc à une logique différente que celle de la synthèse d’éthanol, et semblerait 

fortement dépendante du métabolisme anabolique. 
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41. INTRODUCTION 

S. cerevisiae possède plusieurs voies de transport de l’acétyl-coA à travers la membrane mitochondriale, 

parmi lesquels le système de la carnitine-acétyl transférase (CAT). Pour être fonctionnel, ce système nécessite 

cependant une molécule particulière que S. cerevisiae est incapable de synthétiser : la carnitine (van Roermund et 

al., 1999). L’ajout de cette molécule dans le milieu de culture, lorsqu’elle est incorporée dans la cellule via la 

protéine plasma-membranaire Agp2p, permet ainsi de rendre le système fonctionnel. Toutefois, il a été montré 

que l’expression des gènes codant pour le système CAT (carnitine-acétyl transférases : YAT1, YAT2, CAT2 ; 

translocase : CRC1) et le transporteur plasma-membranaire de la carnitine (AGP2) est dépendante de plusieurs 

métabolites caractéristiques de l’effet Crabtree, comme substrat ou produits. Le glucose réprime les gènes YAT1, 

CRC1, CAT2 et AGP2. A l’inverse, plusieurs produits de fermentation induisent ou dérépriment ces gènes. C’est le 

cas de l’éthanol (YAT1, YAT2), du glycérol (YAT1, CAT2, CRC1, AGP2) et de l’acide acétique (YAT1, CAT2). Enfin, 

l’acide oléique induit les gènes CAT2, CRC1 et AGP2 par le biais de l’« oleate response element » (van den Berg et 

al., 1998 ; Elgersma et al., 1995 ; van Roermund et al., 1999 ; Schmalix & Bandlow, 1993 ; Swiegers et al., 

2001).  

En outre, la littérature prête à la carnitine un rôle de protection contre différents stress, notamment 

oxydatif (Franken et al., 2008 ; Franken & Bauer, 2010 ; Palermo et al., 2010). Cette molécule participerait 

également à la lutte contre l’apoptose et permettrait d’améliorer la viabilité des cellules (Palermo et al., 2010 ; 

Yano et al., 2008). 

Mouret (2006) a étudié ce système de transport lors de deux cultures continues en limitation de glucose. 

La carnitine a bien été incorporée par les cellules dans ces conditions. Cependant, aucune différence n’a été mise 

en évidence entre ces cultures en régime permanent. Après un pulse de glucose de 10 g L-1, les profils de 

production des métabolites extracellulaires étaient également similaires. Deux autres cultures continues en 

limitation de glucose supplémentées en carnitine ou non ont été menées, avec la présence d’acide oléique comme 

co-substrat. Bien que l’activité spécifique de la carnitine-acétyl transférase ait été augmentée par la présence de 

l’acide oléique, aucune différence significative n’a pu être observée entre les deux cultures. Le mode de culture 

choisi restreint cependant le champ de l’étude du système CAT au métabolisme oxydatif pur et à l’effet Crabtree 

« court terme ». 

Le système CAT a ici été étudié sous l’effet Crabtree « long terme », en choisissant un mode de culture 

discontinu alimenté en excès de glucose. Dans ces conditions, l’activation du transport de l’acétyl-coA à travers ce 

système pourrait permettre de diminuer la concentration en acétyl-coA cytosolique. L’objectif serait donc de 

redistribuer les flux de carbone au niveau du by-pass de la pyruvate déshydrogénase, en tirant le flux d’acide 

acétique vers la synthèse d’acétyl-coA plutôt que vers son excrétion. Cette stratégie pourrait alors permettre de 

limiter la production d’acide acétique au profit du métabolisme oxydatif, et ainsi moduler le comportement de la 

cellule face aux stress acétate et éthanol. 
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Deux cultures aérobies supplémentées en carnitine ont ainsi été menées avec la souche CEN.PK 113-7D. 

La première a été réalisée sur glucose comme seule source de carbone avec des cellules pré-cultivées sur glucose 

seul. La seconde a été réalisée sur glucose plus acide oléique. Afin de maximiser l’impact de l’acide oléique, les 

cellules de cette seconde culture ont été pré-cultivées sur tréhalose plus acide oléique afin de mimer une culture 

oxydative en culture continue (Mouret et al., 2006). 
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42. RESULTATS 

421. PARAMETRES DE LA CULTURE GLUCOSE / CARNITINE  

4211. Evolution des masses cumulées lors de la culture « GC » 

D’après les résultats bruts de cette expérience, les bilans carbone et des degrés de réduction généralisés 

bouclent respectivement à 107 % et 102 %. La culture a duré un total de 58 h, pendant lesquelles 1340 g de 

glucose ont été consommés pour permettre aux cellules de produire notamment 583 g d’éthanol, 21 g d’acide 

acétique et 20 g de glycérol (Figure 35). Les titres finaux de ces métabolites étaient respectivement de 

124,2 g L-1, 5,20 g L-1 et 4,48 g L-1 (Tableau 9). Au cours de la phase de croissance, qui a duré 23 h, 54 g de 

biomasse ont en outre été produits, pour une concentration finale de 13,3 g L-1. L’acide succinique a lui été 

produit au cours des 26 premières heures, soit jusqu’à deux heures après la fin de la phase de croissance. 2,6 g de 

ce métabolite ont été produits pour une concentration finale de 0,59 g L-1. De plus, 4,2 g d’acide pyruvique ont 

été produits entre 0 et 32 h, atteignant 0,68 g L-1. Puis les cellules ont reconsommé cet acide jusqu’à la fin de la 

culture, portant sa masse cumulée et sa concentration finale à 2,9 g et 0,61 g L-1. Enfin, le dosage de la carnitine 

dans le milieu de culture a montré une concentration nulle tout au long de la culture. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 35 : Evolution des masses cumulées lors de la culture discontinue alimentée en excès de glucose supplémentée en carnitine. 

A représente () la biomasse, () l’éthanol et () le glycérol. B représente () l’acide acétique, () l’acide succinique et 

() l’acide pyruvique. Les courbes représentent les données réconciliées. 

 

Ainsi, les données brutes et réconciliées des cinétiques de consommation de glucose et de production de 

biomasse et des différents composés obtenues lors de la culture sur glucose supplémentée en carnitine (« GC ») 

(Figure 35) sont très similaires à celles obtenues lors de la culture témoin sur glucose seul (« G ») (chapitre 3). 
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µ m ax h
-1 0,35 +/- 0,01 0,38 +/- 0,02

q éthanol m ax g g
-1

 h
-1 1,31 +/- 0,05 1,27 +/- 0,08

q acétate m ax mg g
-1

 h
-1 34 +/- 4 23 +/- 3

Ybiom asse /  glucose g g
-1 0,174 +/- 0,005 0,175 +/- 0,004

Yéthanol /  glucose  global g g
-1 0,432 +/- 0,008 0,417 +/- 0,007

Yéthanol /  glucose  croissance g g
-1 0,402 +/- 0,008 0,389 +/- 0,005

Yglycérol /  glucose  global g g
-1 0,0142 +/- 0,0012 0,012 +/- 0,001

Yglycérol /  glucose  croissance g g
-1 0,021 +/- 0,002 0,017 +/- 0,002

Yacétate /  glucose  global g g
-1 0,0158 +/- 0,0006 0,0156 +/- 0,0005

Yacétate /  glucose  croissance g g
-1 0,0102 +/- 0,0006 0,0093 +/- 0,0003

Ysuccinate /  glucose  croissance g g
-1 0,002 +/- 0,001 0,0021 +/- 0,0004

Ypyruvate /  glucose  croissance g g
-1 0,0031 +/- 0,0007 0,0039 +/- 0,0004

Biom asse g L
-1 13,2 +/- 0,3 13,3 +/- 0,3

Ethanol g L
-1 126,8 +/- 0,6 124,2 +/- 0,6

Glycérol g L
-1 4,96 +/- 0,02 4,48 +/- 0,02

Acétate g L
-1 5,28 +/- 0,04 5,20 +/- 0,04

Succinate g L
-1 0,53 +/- 0,01 0,59 +/- 0,01

Pyruvate g L
-1 0,36 +/- 0,01 0,61 +/- 0,01

P crit ique g L
-1 86 +/- 3 87 +/- 3

GLUCOSE GLUCOSE +  CARNI TI NE

VITESSES SPECIFIQUES

RENDEMENTS GLUCOSE

CONCENTRATIONS FINALES

4212. Comparaison des rendements des cultures « G » et « GC » 

Le calcul des rendements sur glucose consommé confirme cette très forte ressemblance du 

comportement de S. cerevisiae dans les deux expériences (Tableau 9). Lors de la phase de croissance, le rendement 

en biomasse est ainsi de 0,175 g gGlucose
-1 en présence de carnitine, contre 0,174 g gGlucose

-1 sur glucose seul (Tableau 

9). L’éthanol et le glycérol présentent quant à eux des rendements de production respectifs de 0,389 et 

0,017 g gGlucose
-1 en présence de carnitine, et de 0,402 et 0,021 g gGlucose

-1 pour l’expérience témoin. Les 

rendements en acides organiques ne présentent pas non plus de différence significative. Pendant la culture « GC », 

 

Tableau 9 : Paramètres des cultures discontinues alimentées en excès de glucose avec ou sans carnitine. 
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ils sont produits à hauteur de 9,3 mg gGlucose
-1, 2,1 mg gGlucose

-1 et 3,9 mg gGlucose
-1 respectivement pour les acides 

acétique, succinique et pyruvique, contre 10,2 mg gGlucose
-1, 2 mg gGlucose

-1 et 3,1 mg gGlucose
-1 pendant la culture 

« G ». 

Si l’on considère l’ensemble des cultures, le rendement en éthanol semblerait légèrement plus faible, à 

0,417 g gGlucose
-1 avec carnitine, contre 0,432 g gGlucose

-1 sur glucose seul (Tableau 9). Cette observation est 

cependant à prendre en compte avec précaution car elle est à la limite de la marge d’erreur. Le rendement en 

glycérol est quant à lui de 12 mg gGlucose
-1 et de 14,2 mg gGlucose

-1 respectivement pour les cultures « GC » et « G ». 

Enfin, le rendement en acide acétique atteint 15,6 mg gGlucose
-1 avec la carnitine et 15,8 mg gGlucose

-1 sur glucose 

seul. Les rendements sur biomasse produite sont également similaires pour les deux expériences (résultats non 

montrés). 

4213. Comparaison des vitesses spécifiques des cultures « G » et « GC » 

Si l’on s’intéresse aux vitesses spécifiques, les résultats présentent également de grandes similarités entre 

les deux expériences. Le taux de croissance maximal est ainsi de 0,38 h-1 en présence de carnitine contre 0,35 h-1 

sur glucose seul (Tableau 9). L’évolution de ce taux de croissance en fonction de la concentration en éthanol 

présente également un profil semblable (Figure 36). La Pcritique, concentration en éthanol à partir de laquelle la 

cellule arrête sa croissance, est de 86 g L-1 avec carnitine et de 87 g L-1 pour l’expérience témoin (Tableau 9). En 

outre, la vitesse spécifique maximale de production d’éthanol atteint 1,31 g gX h-1 et 1,27 g gX h-1 respectivement 

lors des culture « GC » et « G » (Tableau 9). Comme pour le taux de croissance, l’évolution de cette vitesse 

spécifique en fonction de la concentration en éthanol présente un profil très similaire lors des deux expériences 

(Figure 36). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 36 : Evolution du taux de croissance et de la vitesse spécifique de production d’éthanol en fonction de la concentration en éthanol, 

lors des cultures discontinues alimentées en excès de glucose seul (—) et en excès de glucose supplémentée en carnitine (). 
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La concentration critique en acides organiques totaux pour la croissance est également très proche entre 

les deux cultures, avec 0,064 mol L-1 et 0,065 mol L-1, respectivement pour les cultures sans et avec carnitine. 

Concernant la production d’éthanol, celle-ci est stoppée à des concentrations en acides organiques de 

0,097 mol L-1 et 0,098 mol L-1 et à des concentrations en éthanol de 126,8 g L-1 et 124,2 g L-1, respectivement 

pour les cultures « G » et « GC ». 

Bien que le taux de croissance et la vitesse spécifique de production d’éthanol soient similaires, l’analyse 

de la vitesse spécifique de production d’acide acétique révèle quant à elle certaines différences. En effet, la valeur 

maximale de qAcetate sur glucose seul est de 34 mg gX
-1 h-1. La présence de carnitine fait chuter cette valeur à 

23 mg gX
-1 h-1 (Tableau 9). Bien que la vitesse spécifique de production d’acide acétique diminue ensuite lors des 

deux expériences, elle demeure significativement plus élevée en l’absence de carnitine pour un taux de croissance 

supérieur à 0,27 h-1 (Figure 37). Cette diminution n’est cependant pas observée sur le rendement en biomasse 

produite sur glucose consommé (Tableau 9). Les cellules affichent en effet un taux de croissance de 0,27 h-1 à 8,6 

et 9,3 h, respectivement pour les cultures « G » et « GC ». Or à ce moment, la masse de glucose consommé ne 

représente que 13 et 15 % de la masse totale consommée lors de la seule phase de croissance. Le poids de l’acide 

acétique produit pendant ce temps est donc faible dans le calcul des rendements. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 37 : Evolution de la vitesse spécifique de production d’acide acétique en fonction du taux de croissance, lors des cultures 

discontinues alimentées en excès de glucose seul (—) et en excès de glucose supplémentée en carnitine (). 

 

4214. Mesure des activités spécifiques lors des cultures « G » et « GC » 

Des dosages enzymatiques ont été réalisés tout au long de la culture afin de déterminer l’évolution des 

activités spécifiques de la Catp et de différents isoformes de l’acétaldéhyde déshydrogénase. Les résultats 

concernant la Catp montrent que cette enzyme est bien synthétisée chez les cellules des deux cultures (Figure 

38). En l’absence de carnitine, l’évolution de son activité spécifique présente un plateau jusqu’à 16 h, d’une 

valeur d’environ 35 mU mgprotéines
-1. Puis elle augmente soudainement jusqu’à 136 mU mgprotéines

-1, avant de chuter 
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tout aussi brutalement à la fin de la phase de croissance. On observe ensuite un plateau à 15 mU mgprotéines
-1 jusqu’à 

la fin de la culture. En présence de carnitine, l’évolution de l’activité spécifique de la Catp présente de fortes 

similarités. Après un plateau à environ 41 mU mgprotéines
-1 jusqu’à 16 h, elle présente un pic à 149 mU mgprotéines

-1 

en fin de phase de croissance, avant de chuter à un plateau à 15 mU mgprotéines
-1 jusqu’à la fin de la culture. Il est 

cependant intéressant de noter qu’en présence de carnitine, le pic d’activité spécifique de la Catp chute trois 

heures plus tard que sur glucose seul, et semblerait atteindre ainsi une valeur maximale plus élevée. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 38 : Evolution du taux de croissance (lignes) et de l’activité spécifique de la carnitine-acétyl transférase (symboles), lors des cultures 

discontinues alimentées en excès de glucose seul ( ; —) et en excès de glucose supplémentée en carnitine ( ; ). 

 

Les activités spécifiques de plusieurs isoformes de l’acétaldéhyde déshydrogénase ont également été mesurées 

(Figure 39). Pour l’Ald6p, isoforme majeur NADP+ dépendant, l’activité spécifique chute de 156 à 

53 mU mgprotéines
-1 durant la phase de croissance sur glucose seul. Elle augmente ensuite de façon linéaire en 

fonction du temps jusqu’à atteindre 90 mU mgprotéines
-1 en fin de culture. L’Ald6p présente un profil d’activité 

spécifique sensiblement différent pour la culture supplémentée en carnitine. La chute observée dans l’expérience 

témoin y paraît ainsi beaucoup moins perceptible. Le lissage des valeurs révèlerait cependant une diminution de 

113 à 81 mU mgprotéines
-1. Cette activité spécifique semble ensuite augmenter jusqu’à atteindre 108 mU mgprotéines

-1 à 

50 h, avant de chuter à 43 mU mgprotéines
-1 à 57 h. 

La mesure de l’activité spécifique des Aldp NAD+ dépendantes montre par contre de plus grandes 

ressemblances. Dans les deux cas, cette activité spécifique chute ainsi de façon linéaire en fonction du temps 

jusqu’à devenir nulle à 18 h, soit quelques heures avant la fin de la phase de croissance. Elle semble cependant, à 

9 h, plus élevée sur glucose seul (120 mU mgprotéines
-1) qu’en présence de carnitine (92 mU mgprotéines

-1). 
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Figure 39 : Evolution du taux de croissance (—) et des activités spécifiques des acétaldéhyde déshydrogénases () NADP+ dépendante, et 

() NAD+ dépendante lors des cultures discontinues alimentées en excès de glucose seul (A) 
et en excès de glucose supplémentée en carnitine (B). 

 

4215. Profil de viabilité lors des cultures « G » et « GC » 

La viabilité des cellules à également été mesurée tout au long des expériences. L’évolution du profil de 

viabilité en fonction de la concentration en éthanol et en acide acétique lors de la culture supplémentée en 

carnitine ne rapporte cependant aucune différence avec la culture témoin (Figure 40). Dans les deux cas, l’amorce 

de la chute de viabilité à ainsi lieu à 95 et 3 g L-1 respectivement pour l’éthanol et l’acide acétique. En fin de 

culture, le taux de cellules viables est de 40 %. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 40 : Evolution du profil de viabilité en fonction de la concentration en éthanol et en acide acétique, lors des cultures 

discontinues alimentées en excès de glucose seul ( ; —) et en excès de glucose supplémentée en carnitine ( ; ). 
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422. PARAMETRES DE LA CULTURE GLUCOSE – ACIDE OLEIQUE / CARNITINE 

4221. Evolution des masses cumulées lors de la culture « GOC » 

D’après les résultats bruts de cette expérience, les bilans carbone et des degrés de réduction généralisés 

bouclent respectivement à 102 % et 104 %. La culture a duré un total de 44 h, pendant lesquelles 1095 g de 

glucose ont été consommés pour permettre aux cellules de produire notamment 462 g d’éthanol, 19 g d’acide 

acétique et 17 g de glycérol (Figure 41). Les titres finaux de ces métabolites étaient respectivement de 

115,6 g L-1, 5,1 g L-1 et 4,20 g L-1 (Tableau 10). Lors de la phase de croissance, qui a duré 17 h, 83 g de biomasse 

ont également été produits, pour une concentration finale de 23,6 g L-1. L’acide succinique a lui été produit 

jusqu’à la 22e heure, soit cinq heures après la fin de la phase de croissance, pour un total de 3,3 g et une 

concentration finale de 0,88 g L-1. 0,4 g a ensuite été reconsommé jusqu’à la 38e heure, soit peu avant la fin de la 

production d’éthanol. La concentration finale était quant à elle de 0,68 g L-1. De plus, 2,7 g d’acide pyruvique ont 

été produits entre 0 et 16 h, soit la presque totalité de la phase de croissance, atteignant 0,71 g L-1. Puis les 

cellules ont reconsommé cet acide jusqu’à la fin de la culture, portant sa masse cumulée et sa concentration finale 

à 2,0 g et 0,36 g L-1. En outre, le dosage de la carnitine dans le milieu de culture a montré une concentration 

nulle tout au long de la culture. Enfin, le dosage de l’acide oléique n’a pas permis de mettre en évidence une 

consommation de ce substrat par les cellules, puisque sa concentration est demeurée stable tout au long de la 

culture, à 50 ± 1,2 g L-1. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 41 : Evolution des masses cumulées lors de la culture discontinue alimentée en excès de glucose plus acide oléique, supplémentée en 

carnitine. A représente () la biomasse, () l’éthanol et () le glycérol. B représente () l’acide acétique, () l’acide succinique et 

() l’acide pyruvique. Les courbes représentent les données réconciliées. 

 

De la même manière que pour les cultures « G » et « GC », les données brutes et réconciliées des 

cinétiques de consommation de glucose et de production de la biomasse et des différents composés obtenus lors 

de la culture sur glucose plus acide oléique supplémentée en carnitine (« GOC ») (Figure 41) sont très similaires à 

celles obtenues lors de la culture sur glucose plus acide oléique (« GO ») (chapitre 3). 
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µ m ax h
-1 0,38 +/- 0,03 0,39 +/- 0,03

q éthanol m ax g g
-1

 h
-1 0,43 +/- 0,03 0,44 +/- 0,04

q acétate m ax mg g
-1

 h
-1 47 +/- 2 43 +/- 2

Ybiom asse /  glucose g g
-1 0,234 +/- 0,012 0,21 +/- 0,02

Yéthanol /  glucose  global g g
-1 0,40 +/- 0,01 0,40 +/- 0,02

Yéthanol /  glucose  croissance g g
-1 0,31 +/- 0,01 0,328 +/- 0,015

Yglycérol /  glucose  global g g
-1 0,015 +/- 0,002 0,015 +/- 0,004

Yglycérol /  glucose  croissance g g
-1 0,041 +/- 0,003 0,037 +/- 0,005

Yacétate /  glucose  global g g
-1 0,0171 +/- 0,0004 0,0171 +/- 0,0005

Yacétate /  glucose  croissance g g
-1 0,0128 +/- 0,0005 0,0131 +/- 0,0004

Ysuccinate /  glucose  croissance g g
-1 0,0071 +/- 0,0004 0,0059 +/- 0,0006

Ypyruvate /  glucose  croissance g g
-1 0,0122 +/- 0,0005 0,0112 +/- 0,0006

Biom asse g L
-1 22,9 +/- 0,5 23,6 +/- 0,5

Ethanol g L
-1 116,2 +/- 1,1 115,6 +/- 1,1

Glycérol g L
-1 4,21 +/- 0,05 4,20 +/- 0,05

Acétate g L
-1 5,1 +/- 0,1 5,1 +/- 0,1

Succinate g L
-1 0,71 +/- 0,03 0,68 +/- 0,03

Pyruvate g L
-1 0,37 +/- 0,06 0,39 +/- 0,06

P crit ique g L
-1 92 +/- 4 91 +/- 4

GLUCOSE +  OLEATE GLUCOSE +  OLEATE +  CARNI TI NE

VITESSES SPECIFIQUES

RENDEMENTS GLUCOSE

CONCENTRATIONS FINALES

4222. Comparaison des rendements des cultures « GO » et « GOC » 

L’analyse des rendements sur glucose consommé confirme cette similarité du comportement de 

S. cerevisiae dans les deux expériences (Tableau 10). Lors de la phase de croissance, le rendement en biomasse est 

ainsi de 0,21 g gGlucose
-1 en présence de carnitine, contre 0,234 g gGlucose

-1 en l’absence de cette molécule (Tableau 

10). L’éthanol et le glycérol présentent quant à eux des rendements de production respectifs de 0,328 et 

0,037 g gGlucose
-1 avec ajout de carnitine, et de 0,31 et 0,041 g gGlucose

-1 pour l’expérience témoin. Certains acides 

organiques sont également produits dans des proportions identiques. C’est le cas de l’acide acétique, à 13,1 et 

12,8 mg gGlucose
-1 et de l’acide pyruvique, à 12,2 et 11,2 mg gGlucose

-1, respectivement pour les cultures « GOC » 

 

Tableau 10 : Paramètres des cultures discontinues alimentées en excès de glucose plus acide oléique, avec ou sans carnitine. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Chapitre 4 – Etude du système carnitine-acétyl transférase 

 

DOCUMENT CONFIDENTIEL (septembre 2013 – 2023) 149 

0 

0,1 

0,2 

0,3 

0,4 

0 20 40 60 80 100 120 

µ
 (

h
-1

) 

Ethanol (g L-1) 

0 

0,1 

0,2 

0,3 

0,4 

0,5 

0 20 40 60 80 100 120 

q
E

th
a

n
o

l (
g

 g
B

io
m

a
s

s
e
-1

 h
-1

) 

Ethanol (g L-1) 

et « GO ». Cependant, le rendement en acide succinique présente des différences significatives entre les deux 

expériences. La carnitine semble en effet diminuer ce paramètre, puisqu’il est de 7,1 mg gGlucose
-1 pour la culture 

« GO », mais seulement de 5,9 mg gGlucose
-1 pour la culture « GOC » (Tableau 10). Cette différence n’est 

cependant pas observable pour le rendement sur biomasse produite. La marge d’erreur est effectivement trop 

élevée à cause d’un dosage de la biomasse relativement imprécis en présence d’acide oléique dans le milieu de 

culture. 

Si l’on considère l’ensemble des cultures, les rendements en éthanol, glycérol et acide acétique sont 

rigoureusement identiques. Ils atteignent respectivement 0,40 g gGlucose
-1, 0,015 g gGlucose

-1 et 0,0171 g gGlucose
-1 pour 

les deux expériences (Tableau 10). Les rendements sur biomasse produite sont également similaires pour les deux 

expériences (résultats non montrés). 

4223. Comparaison des vitesses spécifiques des cultures « GO » et « GOC » 

Lorsque l’on analyse les vitesses spécifiques, les résultats présentent également de grandes similarités 

entre les deux cultures. Le taux de croissance maximal en tout début de croissance est ainsi de 0,39 h-1 en 

présence de carnitine contre 0,38 h-1 sur glucose plus oléate (Tableau 10). L’évolution de ce taux de croissance en 

fonction de la concentration en éthanol présente également un profil quasiment identique (Figure 42). La Pcritique, 

concentration en éthanol à partir de laquelle la cellule arrête sa croissance, est de 92 g L-1 avec carnitine et de 

91 g L-1 pour l’expérience témoin (Tableau 10). En outre, la vitesse spécifique maximale de production d’éthanol 

atteint 0,44 g gX h-1 et 0,43 g gX h-1 respectivement lors des culture « GOC » et « GO » (Tableau 10). L’évolution 

de cette vitesse spécifique en fonction de la concentration en éthanol présente également un profil très similaire 

lors des deux expériences (Figure 42). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 42 : Evolution du taux de croissance et de la vitesse spécifique de production d’éthanol en fonction de la concentration en éthanol, 

lors des cultures discontinues alimentées en excès de glucose plus acide oléique seuls (—) ou supplémentée en carnitine (). 
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La concentration critique en acides organiques pour la croissance est également très similaire entre les 

deux cultures, avec 0,068 mol L-1 et 0,067 mol L-1, respectivement pour les cultures sans et avec carnitine. La 

production d’éthanol est pour sa part stoppée à des concentrations en acides organiques de 0,096 mol L-1 et 

0,095 mol L-1 et à des concentrations en éthanol de 116,2 g L-1 et 115,6 g L-1, respectivement pour les cultures 

« GO » et « GOC ». 

L’analyse de la vitesse spécifique de production d’acide acétique semble cependant révéler certaines 

différences. En effet, la valeur maximale de qAcetate est de 47 mg gX
-1 h-1 sur glucose plus acide oléique et de 

seulement 43 mg gX
-1 h-1 en présence de carnitine. Néanmoins, cet écart est à relativiser car il se situe à la limite 

de la marge d’erreur (Tableau 10). Toutefois, le profil de la vitesse spécifique de production d’acide acétique en 

fonction du taux de croissance montre une différence significative entre les deux expériences pour un taux de 

croissance supérieur à 0,32 h-1 (Figure 43). Le qAcétate est ainsi inférieur chez les cellules ayant de la carnitine à 

disposition. Cette diminution n’est cependant pas observée sur le rendement en biomasse produite sur glucose 

consommé (Tableau 10). De la même manière que pour les expériences « G » et « GC », ceci peut être expliqué 

par le fait que le taux de croissance des cellules diminue très rapidement jusqu’à 0,32 h-1, atteignant cette valeur à 

2,4 et 2,1 h pour les cultures « GO » et « GOC », respectivement. A ce moment, la masse de glucose consommé 

ne représente que 5 et 6 % de la masse totale consommée lors de la seule phase de croissance. Le poids de l’acide 

acétique produit pendant ce temps est donc particulièrement faible dans le calcul des rendements. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 43 : Evolution de la vitesse spécifique de production d’acide acétique en fonction du taux de croissance, lors des cultures 

discontinues alimentées en excès de glucose plus acide oléique seuls (—) ou supplémentée en carnitine (). 

 

Le calcul des rendements a montré des différences significatives sur la quantité de glucose dirigée vers la 

production de l’acide succinique (Tableau 10). On retrouve logiquement cette observation sur le profil de la 

vitesse spécifique de production de cet acide en fonction de la vitesse spécifique de consommation de glucose 

(Figure 44). Ainsi, pour une vitesse de production d’acide succinique donnée, le qGlucose est plus élevé chez les 

cellules en présence de carnitine. Ce constat n’est cependant vrai que pour des valeurs de vitesse spécifique de 
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consommation de glucose élevées. Il est à noter que la fin de la phase de croissance correspond à des vitesses de 

consommation de 0,41 et 0,40 g gX
-1 h-1 pour les culture « GO » et « GOC », respectivement. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 44 : Evolution de la vitesse spécifique de production d’acide succinique en fonction de la vitesse spécifique de consommation de 
glucose, lors des cultures discontinues alimentées en excès de glucose plus acide oléique seuls (—) 

ou supplémentée en carnitine (). 

 

4224. Mesure des activités spécifiques lors des cultures « GO » et « GOC » 

L’activité spécifique de la Catp a été mesurée tout au long de la culture, mais aucune différence 

significative n’a pu être mise en évidence (Figure 45). Comme pour les cultures « G » et « GC », on retrouve 

toutefois l’existence d’un pic d’activité en fin de phase de croissance, atteignant 104 mU mgprotéines
-1 en l’absence 

de carnitine et 115 mU mgprotéines
-1 en présence de cette molécule. Cette activité chute ensuite à environ 

25 mU mgprotéines
-1 et conserve cette valeur jusqu’à la fin des deux expériences. Par contre, les profils observés lors 

de la phase de croissance pendant les deux cultures sur glucose et acide oléique sont différents de ceux observés  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 45 : Evolution du taux de croissance (lignes) et de l’activité spécifique de la carnitine-acétyl transférase (symboles), 

lors des cultures discontinues alimentées en excès de glucose plus acide oléique ( ; —) 

et en excès de glucose plus acide oléique supplémentée en carnitine ( ; ). 
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lors des deux cultures sur glucose seul (Figure 38). En effet, l’activité spécifique de la Catp ne présente pas de  

plateau, mais chute en moins de quatre heures d’environ 72 à 28 mU mgprotéines
-1 lors de l’expérience « GO » et 

d’environ 65 à 25 mU mgprotéines
-1 lors de l’expérience « GOC ». Puis elle semblerait augmenter jusqu’à environ 

38 mU mgprotéines
-1, juste avant le pic de fin de croissance. 

4225. Profil de viabilité lors des cultures « GO » et « GOC » 

La viabilité des cellules à également été mesurée. Comme pour les expériences « G » et « GC », 

l’évolution du profil de viabilité en fonction de la concentration en éthanol et en acide acétique lors de la culture 

supplémentée en carnitine n’a montré aucune différence avec la culture sur glucose et acide oléique ( 

 

Figure 46). Dans les deux cas, la viabilité semble chuter en deux phase distinctes. De 45 à 110 g L-1 

d’éthanol et de 2 à 4,7 g L-1 d’acide acétique, le taux de cellules viable chute d’environ 95 à 88 %. Puis l’amorce 

d’une chute de viabilité brutale à lieu à 110 et 4,7 g L-1 respectivement pour l’éthanol et l’acide acétique. En fin 

de culture, le taux de cellules viables est de 50 %. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 46 : Evolution du profil de viabilité en fonction de la concentration en éthanol et en acide acétique, lors des cultures discontinues 

alimentées en excès de glucose plus acide oléique ( ; —) et en excès de glucose plus acide oléique supplémentée en carnitine ( ; ). 
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43. DISCUSSIONS 

431. IMPACT DE LA CARNITINE SUR LE METABOLISME 

4311. Ajout de carnitine et performances fermentaires 

Que les cellules soient cultivées sur glucose seul ou sur glucose plus acide oléique, aucun changement des 

performances fermentaires globales n’a pu être mis en évidence suite à l’ajout de carnitine dans le milieu de 

culture. Dans les deux cas, les rendements en éthanol produit sur glucose consommé ne montraient pas de 

différence significative, que ce soit au niveau global ou lors de la phase de croissance. Cependant, il faut noter que 

l’écart entre ces rendements en éthanol est à la limite de la marge d’erreur lors des cultures sur glucose seul. Si 

l’on soustrait la marge d’erreur aux résultats de l’expérience « G », et qu’on l’ajoute aux résultats de l’expérience 

« GC », on obtient une même valeur de rendement en éthanol de 0,424 gGlucose g-1 sur l’ensemble de la culture et 

de 0,394 gGlucose g-1 pendant la phase de croissance (Tableau 9). Dans ce cas, l’ajout de carnitine pourrait donc 

réellement diminuer la quantité de glucose dirigée vers l’éthanol, la stratégie de culture adoptée ici ne permettant 

toutefois pas de l’observer avec certitude. 

Néanmoins, l’examen de la vitesse spécifique de production de cet alcool n’a pas révélé ce type de 

différence entre les cultures « G » et « GC ». Par contre en présence d’acide oléique, le rendement en éthanol est 

identique sur l’ensemble de la culture, à 0,40 gGlucose L-1, et présente une différence en deçà de la marge d’erreur 

lors de la phase de croissance (Tableau 10). La concentration intracellulaire en carnitine appliquée, définie d’après 

des essais in vitro (chapitre 2), pourrait au final se révéler insuffisante pour observer un effet significatif sur la 

phase de croissance. 

Les profils du taux de croissance et de la vitesse spécifique de production d’éthanol en fonction de la 

concentration en éthanol ne présentent pas non plus de différences significatives en présence de carnitine, que les 

cellules soient cultivées sur glucose seul (Figure 36) ou sur glucose plus acide oléique (Figure 42). Il en va de 

même pour les profils de ces vitesses en fonction de la concentration en acide acétique (résultats non montrés). 

De plus, les concentrations critiques de ces deux molécules pour l’arrêt de la croissance sont similaires entre les 

expériences « G » et « GC » et entre les expériences « GO » et « GOC ». L’apport de carnitine de permet donc 

pas aux cellules de lever les stress éthanol ou acétate impactant les vitesses de croissance et de production 

d’éthanol, lors de cultures aérobies discontinues alimentées en excès de glucose seul, ou en excès de glucose et 

d’acide oléique. 

La littérature rapporte pourtant qu’elle améliore la croissance cellulaire en présence de dérivés réactifs 

de l’oxygène (DRO) (Franken et al., 2008 ; Franken & Bauer, 2010). Or S. cerevisiae produit ce type de 

molécules en aérobiose, notamment via la mitochondrie. Cette production augmente d’ailleurs fortement lors de 

l’apoptose déclenchée par l’acide acétique (Almeida et al., 2009 ; Giannattasio et al., 2005 ; Ludovico et al., 

2002). Plusieurs explications permettraient cependant de justifier la divergence entre ces observations. Dans les 
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conditions de culture utilisées ici, la concentration équivalente en DRO produits pourrait ainsi être plus faible que 

celle d’H2O2 ajoutée lors des essais de stress oxydatifs menés dans les travaux sus-cités, soit jusqu’à 2 mM. En 

effet pour la souche BY4741, 23 % des cellules récoltées en phase exponentielle contiennent des DRO en 

présence de 3 % d’H2O2, contre seulement 3 % dans l’expérience témoin. Cet écart est encore plus important 

avec la souche CML39-11A (Palermo et al., 2010). L’ajout d’acétyl-carnitine dans le milieu de culture a 

cependant permis de n’obtenir aucune cellule DRO-positive dans l’expérience témoin, et d’en faire chuter 

drastiquement la fraction en présence d’H2O2. Dans nos conditions de culture, les mécanismes de défense de 

S cerevisiae contre les dérivés réactifs de l’oxygène seraient donc suffisants pour lever le stress oxydatif. Il est 

également possible que ce stress soit tout simplement négligeable face au stress éthanol et / ou acétate. Aucune 

donnée de la littérature ne permet cependant de discuter cette hypothèse. 

La littérature prête également à la carnitine et à l’acétyl-carnitine un rôle de lutte contre l’apoptose. 

Cette observation a été rapportée chez les cellules humaines (Yano et al., 2008) et plus récemment chez 

S. cerevisiae (Palermo et al., 2010). Cette molécule permettrait également une amélioration de la viabilité 

cellulaire lors d’un stress oxydatif (Palermo et al., 2010). L’ajout de carnitine et sa potentielle fixation à 

l’acétyl-coA, sous l’effet de la Catp, auraient ainsi pu limiter la perte de viabilité cellulaire de S. cerevisiae lors des 

cultures présentées ici. De ce fait, les performances fermentaires auraient pu être améliorées, notamment 

concernant le titre final en éthanol. L’évolution des profils de viabilité montre cependant une grande similarité en 

l’absence ou en présence de carnitine, lors des cultures sur glucose seul (Figure 40) ou sur glucose plus acide 

oléique (Figure 46). Les concentrations en éthanol ou en acide acétique pour lesquelles la chute de viabilité est 

amorcée sont ainsi comparables entre les expériences « G » et « GC » et entre les expériences « GO » et 

« GOC », tout comme la chute elle-même. L’ajout de carnitine au milieu de culture n’a donc pas permis 

d’améliorer la viabilité cellulaire dans ces conditions de culture. Il faut toutefois noter que la définition de la 

viabilité cellulaire diffère selon les différents travaux de par la méthode de mesure utilisée. Cette viabilité pouvait 

ainsi correspondre à la capacité des cellules à former des colonies sur milieu solide (Palermo et al., 2010) ou à un 

relargage de lactate déshydrogénase (Yano et al., 2008). 

4312. Ajout de carnitine et modulation du métabolisme 

Si l’on s’intéresse aux seuls rendements de production obtenus lors des quatre expériences, l’ajout de 

carnitine ne semble pas avoir d’impact sensible sur le métabolisme de S. cerevisiae. En effet, aucune différence 

significative n’a été observée entre les cultures « G » et « GC » (Tableau 9), et seul le rendement en acide 

succinique a été diminué de 7,1 à 5,9 mg gGlucose
-1 entre les cultures « GO » et « GOC » (Tableau 10). 

L’étude des vitesses spécifiques de production a cependant révélé des différences significatives. Pour des 

taux de croissance élevés, le qAcétate est ainsi diminué en présence de carnitine lors des cultures sur glucose seul 

(Figure 37) et sur glucose plus acide oléique (Figure 43). Les activités spécifiques des différents isoformes de 

l’Aldp mesurées lors des cultures sur glucose sont en outre diminuées lors de la phase de croissance en présence 

de carnitine (Figure 39). Ceci est en partie concordant avec une observation faite par Franken (2009). Ce dernier 
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a effectivement mis en évidence un impact de la carnitine sur l’expression de certains gènes chez S. cerevisiae, et 

notamment une diminution de l’expression de l’ALD4. 

La plus faible vitesse spécifique de production d’acide acétique pourrait ainsi s’expliquer par une synthèse 

et donc une disponibilité limitées des acétaldéhyde déshydrogénases en présence de carnitine. Le flux 

d’acétaldéhyde dirigé vers la synthèse cytosolique d’acide acétique serait alors réduit. Cependant lors de ces deux 

expériences, la vitesse spécifique de production d’acide acétique n’est significativement différente en fonction du 

taux de croissance que jusqu’à 8,6 et 9,3 h, respectivement pour « G » et « GC », alors que le premier dosage 

enzymatique n’a pu être réalisé qu’à 8,7 h. Une prospective de l’évolution des activités enzymatiques est donc 

nécessaire sur les premières heures de culture afin de confirmer l’hypothèse précédemment proposée. 

Une autre explication possible est que l’acide acétique, en présence de carnitine, serait redirigé du 

cytosol vers la mitochondrie sous forme d’acétyl-coA, via le système CAT, pour être métabolisé dans le cycle des 

acides tricarboxyliques. Cependant, aucune augmentation de la consommation d’oxygène ni de la production de 

dioxyde de carbone n’ont été mises en évidence pour appuyer cette hypothèse. 

Lors des cultures sur glucose plus acide oléique, la présence de carnitine a également diminué la vitesse 

spécifique de production d’acide succinique pour des taux de croissance élevés (Figure 44), outre son rendement 

sur glucose consommé pendant la phase de croissance. La littérature ne rapporte aucune information concernant 

un quelconque lien direct entre la production de cet acide organique et la carnitine. Cependant, l’acide oléique 

est connu pour favoriser la prolifération des peroxysomes, de certains gènes du cycle du glyoxylate associé 

(MDH3, CIT2), du gène codant pour l’isocitrate déshydrogénase peroxysomale (IDP3) et des gènes codant pour les 

diverses carnitine-acétyl transférases (CAT2, YAT1, YAT2). En présence d’acide oléique, l’acide succinique 

excédentaire pourrait ainsi être partiellement métabolisé plutôt qu’excrété. 

 

432. IMPACT DES METABOLITES SUR L’ACTIVITE DU SYSTEME CAT 

4321. Transport de la carnitine à travers la membrane cytoplasmique 

Au cours des deux cultures supplémentées en carnitine, la concentration extracellulaire de celle-ci s’est 

avérée être nulle. La stabilité de cette molécule dans ces conditions expérimentales a été confirmée in vitro jusqu’à 

32 heures (chapitre 2). Elle a donc bien été transportée à l’intérieur des cellules. La carnitine ne pouvant pas 

traverser la membrane plasmique de manière passive, S. cerevisiae doit l’importer via le transporteur 

plasma-membranaire Agp2p (van Roermund et al., 1999). Celui-ci est donc bien actif lors des expériences « GC » 

et « GOC ». 

Cette observation, inédite vis-à-vis de la littérature, est très intéressante. En effet, les conditions de 

culture confrontent ici les cellules à des concentrations très élevées en glucose, entre 20 et 100 g L-1. Or l’équipe 
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de van Roermund (1999) a reporté une répression du transport de la carnitine par le glucose à une concentration 

de seulement 3 g L-1. Cependant, les essais réalisés lors de ces travaux ne plaçaient les cellules dans un milieu de 

culture supplémenté en carnitine que pour une durée de 10 mn. Il semble donc que S. cerevisiae soit capable de 

lever cette répression par le glucose pour des temps de contact supérieurs. 

Une autre explication peut également être envisagée. En effet, la même équipe a rapporté une 

dérepression du transport de la carnitine par une concentration en glycérol dans le milieu de culture de 30 g L-1. 

Cette dernière est bien supérieure à celles rencontrées par les cellules lors de nos expériences, inférieures à 

5 g L-1. Toutefois, le glycérol est soumis à des phénomènes d’accumulation intracellulaire permettant de réguler 

la pression de turgescence, sous l’influence de la voie H.O.G. (High Osmolarity Glycerol) (Ferreira et al., 2005 ; 

Hohmann, 2002 ; Oliveira, 2003 ; Tamás et al., 1999). Or la composition du milieu de culture utilisé ici 

(notamment le glucose à 100 g L-1), ainsi que les hautes concentrations extracellulaires en produits de 

fermentation amènent à une pression osmotique extracellulaire supérieure que lors des travaux de van Roermund 

et al. (1999) (glycérol, 30 g L-1 ; peptone plus extrait de levure, 8 g L-1 ; tampon phosphate, 5 g L-1). Il est donc 

envisageable que, dans ces conditions de culture, la concentration en glycérol intracellulaire soit suffisante pour 

lever la répression par le glucose. 

Les données expérimentales ne permettent toutefois pas de déterminer si ces mécanismes, qu’ils soient 

indépendants ou concomitants, interviennent sur la régulation du transport de la carnitine au niveau de 

l’expression du gène AGP2 ou de l’activité de la protéine elle même. 

4322. Fonctionnalité de la carnitine-acétyl transférase 

Les dosages enzymatiques ont permis de mettre en évidence la présence d’un pool intracellulaire de 

carnitine-acétyl transférase tout au long d’une culture en excès de glucose, indépendamment d’une 

supplémentation en acide oléique et / ou en carnitine. Cette observation est très intéressante car les conditions de 

cultures imposent aux cellules des concentrations très élevées en glucose, entre 20 et 100 g L-1. Or la littérature 

rapporte une répression par ce substrat des trois gènes codant pour des acétyl-carnitine transférases, YAT1, YAT2 

et CAT2 (de Jong-Gubbels et al., 1998 ; Schmalix & Bandlow, 1993). Les concentrations en glucose des milieux 

de culture utilisés lors de ces travaux étant inférieurs à celles appliquées ici, S. cerevisiae devrait donc être soumise 

à cette répression. L’explication de la synthèse de carnitine-acétyl transférase pourrait cependant s’expliquer par 

la synthèse d’éthanol et de coproduits par les cellules. Schmalix & Bandlow (1993) et van den Berg et al. (1998) 

ont en effet démontré que ces trois gènes étaient à l’inverse induits par l’éthanol, le glycérol et l’acide acétique. 

Or ces molécules ont été produites à des concentrations très élevées lors des expériences présentées ici, et 

supérieures ou équivalentes à celles observées ou déduites de la littérature. La production de ces métabolites par 

les cellules aurait ainsi pu lever la répression par le glucose. 

Ces dosages enzymatiques ont en outre et surtout permis de mettre en évidence l’existence d’une 

régulation de l’activité spécifique de la Catp, non encore décrite dans la littérature. Le point le plus intrigant de ce 
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mécanisme de régulation est l’apparition d’un pic d’activité à la fin de la phase de croissance. Celui-ci est observé 

quels que soient les substrats apportés. Le fait que cette enzyme soit impliquée dans le transport de l’acétyl-coA 

entre le cytosol et la mitochondrie pourrait indiquer que S. cerevisiae tente d’augmenter le flux de carbone 

transporté à travers la membrane mitochondriale. Ce mécanisme serait ainsi un moyen d’envoyer plus de carbone 

vers le métabolisme mitochondrial afin de fournir des précurseurs de la biomasse et indirectement de l’ATP. De 

cette manière, les cellules essaieraient d’endiguer l’arrêt de la production de biomasse causée par un flux trop 

faible de carbone entrant dans la mitochondrie. A l’inverse, S. cerevisiae pourrait également chercher à évacuer le 

carbone mitochondrial. L’activité du cycle des acides tricarboxyliques est en effet très amoindrie lorsque la 

croissance devient nulle. L’arrêt de la croissance créerait alors un surplus de carbone sous l’effet dynamique de 

son transport vers la mitochondrie. Les cellules activeraient donc leurs transporteurs mitochondriaux afin d’être 

en mesure de métaboliser ce carbone excédentaire via les voies cytosoliques. 

Ce pic d’activité révèle également une capacité de régulation de l’activité de la Catp extrêmement 

rapide. Les dosages lors de la culture « GC » montrent effectivement une augmentation de 41 à 

149 mU mgprotéines
-1 en l’espace de seulement 2 heures peu avant la fin de la phase de croissance. Des travaux en 

culture continue ont rapporté une augmentation de l’expression des gènes YAT2 et CAT2 pour des taux de 

croissance proches de zéro (Boender et al., 2011). D’après les auteurs, il apparaîtrait que cette variation ne 

s’explique pas tant par l’abaissement du taux de croissance que par une concentration en glucose résiduel plus 

faible avec cet abaissement. Lors de nos expériences, la concentration en glucose demeure toujours supérieure à 

20 g L-1, soit une valeur bien supérieure à celles citées dans les travaux de Boender (2011), inférieures au gramme 

par litre. Nos résultats pourraient donc contredire leurs conclusions. Cependant, les levures sont également 

capables de réguler la fonctionnalité d’une enzyme à différents niveaux, notamment protéique (modification 

covalente de la structure, régulation allostérique). Or ces phénomènes de régulation sont généralement plus 

rapides (10-5 à 102 secondes) que ceux impliquant l’expression de gènes (> 103 secondes) (Harder & Roels, 

1982). Le pic d’activité spécifique observé en fin de phase de croissance correspondrait donc plutôt à une 

régulation d’un pool protéique déjà formé, bien qu’une régulation de l’expression des gènes codant pour la Catp 

ne puisse être écartée.  

 

432. CONCLUSIONS ET RECAPITULATIF 

En conclusion, aucun changement significatif des performances fermentaires globales n’a pu être mis en 

évidence par l’ajout de carnitine. Les titres finaux et rendements de production sont ainsi très similaires. 

Cependant, un ou plusieurs gènes codant pour la carnitine-acétyl transférase sont bien exprimés, ainsi que celui 

codant pour le transporteur plasma-membranaire de la carnitine. La présence de cette molécule semble également 

diminuer la synthèse ou l’activation des acétaldéhyde déshydrogénases. Ce phénomène pourrait ainsi expliquer la 

modulation de la vitesse spécifique de production de l’acide acétique observée pour des taux de croissance élevés. 
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Enfin, la carnitine n’a, semble-t-il, pas joué de rôle positif sur les phénomènes d’apoptose et de perte de viabilité 

cellulaire. 

La participation effective et significative du complexe enzymatique de la carnitine-acétyl transférase dans 

le métabolisme cellulaire est donc remise en doute lors de cultures discontinues alimentées, en excès de glucose 

et en excès de glucose plus acide oléique. Il est néanmoins possible que la concentration intracellulaire en 

carnitine appliquée ici, définie d’après des essais in vitro, ne soit pas suffisante pour observer un effet durable sur la 

phase de croissance. 
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51. INTRODUCTION 

Saccharomyces cerevisiae possède plusieurs voies de transport de l’acétyl-coA à travers la membrane 

mitochondriale, parmi lesquels le système de la citrate synthase (Cit2p). Le gène CIT2 code pour une citrate 

synthase initialement considérée comme extra-mitochondriale (Rickey & Lewin, 1986). Plus précisément, cette 

enzyme serait localisée au niveau des peroxysomes (Lewin et al., 1990). Cependant, certaines études la place 

également dans le cytosol (Kispal et al., 1988) ou aussi potentiellement dans la mitochondrie (Lee et al., 2006). 

Elle est étroitement liée à la consommation des acides gras via le cycle peroxysomale du glyoxylate. Le 

gène codant possède d’ailleurs la séquence ORE et est ainsi induit en présence d’acide oléique (Chelstowska & 

Butow, 1995). Il est également le seul gène du cycle peroxysomale du glyoxylate dont l’expression soit soumise à 

la régulation mitochondriale rétrograde RTG2 (Liu & Butow, 2006). ICL1, MDH3 et MLS1 n’y sont pas sujets. 

Chez les cellules montrant une déficience respiratoire (cellules ρ-), les gènes des voies anaplérotiques sont induits, 

et CIT2 est ainsi surexprimé 30 fois. Ceci permet aux cellules - de synthétiser des intermédiaires du cycle des 

acides tricarboxyliques et du cycle du glyoxylate (citrate, malate, succinate). Wiebe et al. (2008) ont également 

montré une augmentation d’ARN messager correspondant à ce gène avec l’augmentation de l’apport en 

dioxygène, en culture continue limitée en glucose. De plus, il faut noter qu’un stress acétate a conduit à une 

surexpression de ce gène (Kawahata et al., 2006). 

En outre, la délétion de ce gène ne semblerait pas impacter la croissance et la production d’éthanol lors 

de cultures discontinues sur glucose, à une concentration initiale de 20 g L-1 (Chen et al., 2012). Mais selon cette 

même étude, la croissance d’un mutant CIT2 est réduite sur substrats non fermentescibles (dont l’acide 

acétique). Lorsque le glucose est totalement consommé par ces cellules en réacteur discontinu, seul l’éthanol est 

alors reconsommé, sans permettre la croissance cellulaire, alors que l’acide acétique continu à être produit. 

Lors de cultures en bioréacteur avec glucose comme seule source de carbone, la surexpression de CIT2 

pourrait ainsi permettre de mimer partiellement une déficience respiratoire, et ainsi transporter une partie de 

l’acétyl-coA cytosolique vers la mitochondrie sous forme de citrate. Cit2p étant capable d’interagir normalement 

avec la malate déshydrogénase mitochondriale (Mdh1p) en condition in vitro (Vélot et al., 1999), le citrate serait 

alors métabolisé via le cycle des acides tricarboxyliques. Etant donné que ce gène est induit en présence d’acide 

oléique, sa surexpression pourrait également mener à une levée partielle de l’effet Crabtree comme celle 

observée lors des cultures sur glucose plus acide oléique. 

Mouret (2006) a étudié la souche CEN.PK 133.7D surexprimant ce gène (CIT2+) en culture continue. 

Une augmentation de 50 % des vitesses de consommation d’O2 et de production de CO2 a été observée en régime 

permanent par rapport à la souche sauvage, traduisant une augmentation du flux de carbone vers le cycle des 

acides tricarboxyliques. Le rendement en biomasse a cependant été diminué de 15 %, ce qui pourrait être 

expliqué par une limitation de la disponibilité en acétyl-coA cytosolique pour la synthèse de biomasse. Suite à un 
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pulse de glucose de 10 g L-1, les productions de glycérol et d’acide acétique ont été diminuées de 68 et 38 %, 

respectivement, au profit de l’éthanol. Le QR demeurant sensiblement identique chez les deux souches, la 

surexpression ciblée de CIT2 n’a donc pas permis de lever l’effet Crabtree « court terme ». En outre, une 

surexpression du gène RTG2, impliquant une induction de CIT2, a permis de limiter la production d’acide 

acétique chez S. cerevisiae (Yoshida & Yokoyama, 2012). 

L’impact de la surexpression de CIT2 a ici été étudié sous l’effet Crabtree « long terme », en choisissant 

un mode de culture discontinu alimenté en excès de glucose. Cette stratégie pourrait permettre de redistribuer 

les flux de carbone au niveau du by-pass de la pyruvate déshydrogénase, en tirant le flux d’acide acétique vers la 

synthèse d’acétyl-coA plutôt que vers son excrétion. Ceci pourrait alors limiter la production d’acide acétique au 

profit du métabolisme oxydatif, et ainsi moduler le comportement de la cellule face aux stress acétate et éthanol.  

La souche CIT2+ a donc été cultivée en aérobiose en mode dicontinu alimenté en excès de glucose. Les 

résultats de cette culture ont ensuite été comparés à ceux obtenus avec la souche sauvage. 
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52. RESULTATS 

521. PARAMETRES DE LA CULTURE « CIT2+ » 

5211. Evolution des masses cumulées lors de la culture « CIT2+ » 

D’après les résultats bruts de cette expérience, les bilans carbone et des degrés de réduction généralisés 

bouclent respectivement à 100 % et 101 %. La culture a duré un total de 68 h, pendant lesquelles 1175 g de 

glucose ont été consommés pour permettre aux cellules de produire notamment 535 g d’éthanol, 25 g d’acide 

acétique et 21 g de glycérol (Figure 47). Les titres finaux de ces métabolites étaient respectivement de 

125,5 g L-1, 6,69 g L-1 et 5,06 g L-1 (Tableau 11). La phase de croissance a duré 26 h, pendant laquelle 50 g de 

biomasse ont en outre été produits, pour une concentration finale de 12,5 g L-1. L’acide succinique a pour sa part 

été produit au cours des 31 premières heures. 2,6 g de ce métabolite ont alors été produits pour atteindre une 

concentration de 0,67 g L-1. Il semble ensuite avoir été légèrement reconsommé jusqu’à la fin de l’expérience, 

atteignant une concentration finale de 0,57 g L-1 pour une masse cumulée de 2,4 g. De plus, 2,2 g d’acide 

pyruvique ont été produits entre 0 et 35 h, atteignant 0,54 g L-1. Puis les cellules ont reconsommé cet acide 

jusqu’à la fin de la culture, portant sa masse cumulée et sa concentration finale à 1,7 g et 0,37 g L-1. Le dosage de 

l’acide citrique pas technique enzymatique n’a en revanche pas permis de mettre en évidence une quelconque 

excrétion de cette molécule dans le milieu de culture. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 47 : Evolution des masses cumulées lors des cultures discontinues alimentées en excès de glucose de la souche CIT2+. 

A représente () la biomasse, () l’éthanol et () le glycérol. B représente () l’acide acétique, () l’acide succinique et 

() l’acide pyruvique. Les courbes représentent les données réconciliées. 
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µ m ax h
-1 0,35 +/- 0,01 0,33 +/- 0,01

q éthanol m ax g g
-1

 h
-1 1,31 +/- 0,05 1,12 +/- 0,04

q acétate m ax mg g
-1

 h
-1 34 +/- 4 105 +/- 6

q glucose m ax g g
-1

 h
-1 3,02 +/- 0,04 2,88 +/- 0,04

Ybiom asse /  glucose g g
-1 0,174 +/- 0,005 0,174 +/- 0,003

Yéthanol /  glucose  global g g
-1 0,432 +/- 0,008 0,402 +/- 0,008

Yéthanol /  glucose  croissance g g
-1 0,402 +/- 0,008 0,350 +/- 0,008

Yglycérol /  glucose  global g g
-1 0,0142 +/- 0,0012 0,016 +/- 0,001

Yglycérol /  glucose  croissance g g
-1 0,021 +/- 0,002 0,024 +/- 0,002

Yacétate /  glucose  global g g
-1 0,0158 +/- 0,0006 0,021 +/- 0,001

Yacétate /  glucose  croissance g g
-1 0,0102 +/- 0,0006 0,0187 +/- 0,0012

Ysuccinate /  glucose  croissance g g
-1 0,002 +/- 0,001 0,002 +/- 0,001

Ypyruvate /  glucose  croissance g g
-1 0,0031 +/- 0,0007 0,0031 +/- 0,0008

Biom asse g L
-1 13,2 +/- 0,3 12,5 +/- 0,3

Ethanol g L
-1 126,8 +/- 0,6 125,5 +/- 0,6

Glycérol g L
-1 4,96 +/- 0,02 5,06 +/- 0,02

Acétate g L
-1 5,28 +/- 0,04 6,69 +/- 0,04

Succinate g L
-1 0,53 +/- 0,01 0,58 +/- 0,01

Pyruvate g L
-1 0,36 +/- 0,01 0,35 +/- 0,01

P crit ique g L
-1 86 +/- 3 86 +/- 3

CONCENTRATIONS FINALES

W T CI T2 +

RENDEMENTS GLUCOSE

VITESSES SPECIFIQUES

5212. Comparaison des rendements des cultures « WT » et « CIT2+ » 

Le calcul des rendements sur glucose consommé rapporte des différences significatives du comportement 

de S. cerevisiae dans les deux expériences (Tableau 11). Lors de la phase de croissance, le rendement en éthanol est 

ainsi de 0,402 g gGlucose
-1 pour la souche WT, contre seulement 0,350 g gGlucose

-1 pour la souche CIT2+. A 

l’inverse, le rendement en acide acétique est augmenté de 0,0102 g gGlucose
-1 à 0,0187 g gGlucose

-1. Aucune différence 

significative n’a en revanche pu être mise en évidence en ce qui concerne les rendements en biomasse, glycérol et 

en acides succinique et pyruvique. 

 

Tableau 11 : Paramètres des cultures discontinues alimentées en excès de glucose avec les souches CEN.PK 113-7D et CIT2+. 
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Ces différences se retrouvent également si l’on considère l’ensemble des cultures. Le rendement en 

éthanol est ainsi plus faible chez CIT2+, à 0,402 g gGlucose
-1, que chez WT, à 0,432 g gGlucose

-1 (Tableau 11). Le 

rendement en acide acétique est quant à lui plus élevé et atteint 21 mg gGlucose
-1 chez la souche modifiée, contre 

15,8 mg gGlucose
-1 chez la sauvage. 

5213. Comparaison des vitesses spécifiques des cultures « WT » et « CIT2+ » 

Les résultats des deux expériences présentent également certaines dissemblances concernant les profils 

des vitesses spécifiques. Le taux de croissance maximal demeure équivalent, à 0,35 h-1 pour la souche sauvage 

contre 0,33 h-1 pour CIT2+ (Tableau 11). Le profil de ce taux de croissance présente une évolution similaire en 

fonction de la concentration en éthanol (Figure 48), mais avec un léger décalage. Pour une même concentration 

en éthanol, CIT2+ présente ainsi un taux de croissance légèrement inférieur à celui de WT, jusqu’à 0,06 h-1. La 

Pcritique, concentration en éthanol à partir de laquelle la cellule arrête sa croissance, demeure cependant 

rigoureusement identique, à 86 g L-1 (Tableau 11). 

La concentration critique en acides organiques totaux pour la croissance est cependant plus élevée pour 

la souche CIT2+, à 0,072 mol L-1, que pour la souche sauvage, à 0,064 mol L-1. Cette différence se confirme au 

vu de l’évolution du taux de croissance en fonction de la concentration en acide acétique (Figure 48). Celui-ci 

chute effectivement plus rapidement chez la souche sauvage. 

En outre, la vitesse spécifique maximale de production d’éthanol atteint 1,31 g gX h-1 contre seulement 

1,12 g gX h-1 respectivement pour les souches WT et CIT2+ (Tableau 11). Comme pour le taux de croissance, le 

profil de cette vitesse spécifique en fonction de la concentration en éthanol présente une évolution similaire mais 

décalée lors des deux expériences (Figure 48). Pour une même concentration en éthanol, CIT2+ présente ainsi 

une vitesse spécifique de production d’éthanol inférieure à celui de WT, jusqu’à 0,3 g gX
-1 h-1. 

La production d’éthanol est stoppée à des concentrations en acides organiques de 0,097 mol L-1 et 

0,120 mol L-1 et à des concentrations en éthanol de 126,8 g L-1 et 125,8 g L-1, respectivement pour les souches 

WT et CIT2+. 

Enfin, la vitesse spécifique maximale de production d’acide acétique se révèle être plus élevée chez 

CIT2+, à 105 mg gX
-1 h-1, que chez WT, à 34 mg gX

-1 h-1 (Tableau 11). Cette vitesse est par d’ailleurs nettement 

supérieure chez la souche génétiquement modifiée pour des concentrations en acides acétique inférieures à 

2,5 g L-1 (Figure 48). Dans cet intervalle de concentrations, la vitesse spécifique de production d’acide acétique 

chute ainsi de 105 à 17 mg gX h-1 chez CIT2+ et de seulement 34 à 14 mg gX h-1 chez WT. Pour des 

concentrations supérieures, qAcétate diminue jusqu’à atteindre une valeur quasiment nulle dans les deux cultures. 

Cette chute est cependant plus rapide chez la souche sauvage chez laquelle elle s’arrête à 5,25 g L-1, contre 

6,69 g L-1 chez CIT2+. 
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Figure 48 : Evolution du taux de croissance et de la vitesse spécifique de production d’éthanol en fonction de la concentration en éthanol, 
et du taux de croissance et de la vitesse spécifique de production d’acide acétique en fonction de la concentration en acide acétique, lors des 

cultures discontinues alimentées en excès de glucose avec les souches CEN.PK 113-7D (—) et CIT2+ (). 

 

Les vitesses spécifiques de production d’éthanol et d’acide acétique évoluent également de manière 

différente en fonction de la production de biomasse (Figure 49). qEthanol est ainsi significativement plus élevé chez 

WT que chez CIT2+ pour des taux de croissance supérieurs à 0,12 h-1 (0,80 contre 0,72 g gX h-1). qAcétate est quant 

à lui clairement plus élevé chez CIT2+ pour des taux de croissance supérieurs à 0,10 h-1 (24 contre 15 mg gX h-1). 

Il faut noter que l’écart entre les deux souches s’amenuise avec la diminution du taux de croissance. 
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Figure 49 : Evolution des vitesses spécifiques de production d’éthanol et d’acide acétique en fonction du taux de croissance, lors des 

cultures discontinues alimentées en excès de glucose avec les souches CEN.PK 113-7D (—) et CIT2+ (). 

 

5214. Evolution des rendements en O2 et CO2 lors des cultures « WT » et « CIT2+ » 

La synthèse d’une mole d’éthanol est couplée à celle d’une mole de dioxyde de carbone. Le rendement 

en dioxyde de carbone sur éthanol produits est relativement constant en fonction du taux de croissance pour les 

deux souches, mais s’établit autour de 1,08 mol molEthanol
-1 chez WT contre 1,11 mol molEthanol

-1 chez CIT2+ 

(Figure 50). 

La vitesse spécifique de consommation dioxygène est elle aussi plus élevée chez la souche surexprimant 

CIT2 que chez la sauvage, pour vitesses spécifiques de consommation de glucose supérieures à 0,5 g gX
-1 h-1 (Figure 

50). Chez WT, sa valeur diminue ainsi de 1,67 mmol gX
-1 h-1 pour qGlucosemax, à 0,48 mmol gX

-1 h-1 pour 

qGlucose = 0,5 g gX
-1 h-1. Il diminue plus rapidement chez CIT2+, passant de 1,92 à 0,53 mmol gX

-1 h-1. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 50 : Evolution du rendement en CO2 sur éthanol produits et de la vitesse spécifique de consommation d’O2 en fonction du taux de 

croissance, lors des cultures discontinues alimentées en excès de glucose avec les souches CEN.PK 113-7D (—) et CIT2+ (). 
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5215. Mesure de l’activité spécifique de Citp lors des cultures « WT » et « CIT2+ » 

Des dosages enzymatiques ont été réalisés tout au long de la culture afin de déterminer l’évolution de 

l’activité spécifique de la Citp (Figure 51). Chez la souche sauvage, elle chute pendant les 30 premières heures 

d’environ 149 à 50 mU mgprotéines
-1. Puis elle présente un plateau autour de 50 mU mgprotéines

-1 jusqu’à la toute fin 

de la culture, ou elle chute à environ 34 mU mgprotéines
-1. L’évolution du profil de l’activité spécifique de la Citp est 

différente chez CIT2+. Elle est nettement plus élevée et ne semble pas chuter durant la phase de croissance, 

s’établissant ainsi entre 256 et 293 mU mgprotéines
-1.  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 51 : Evolution du taux de croissance (lignes) et de l’activité spécifique de la citrate synthase (symboles), lors des cultures 

discontinues alimentées de la souche WT ( ; —) et de la souche CIT2+ ( ; ). 

 

Il faut noter que l’activité spécifique de la Citp représente l’activité globale de la citrate synthase, et 

regroupe donc les isoformes mitochondriaux et non mitochondriaux. Cependant, il a déjà été montré dans la 

littérature que la fraction de l’activité spécifique correspondant à la Cit2p est très faible par rapport à celle de la 

Cit1p lors de cultures sur glucose (Liao et al., 1991). 

5216. Profil de viabilité lors des cultures « WT » et « CIT2+ » 

La viabilité des cellules à également été mesurée tout au long des expériences (Figure 52). L’évolution 

du profil de viabilité en fonction de la concentration en éthanol ne présente aucune différence entre les deux 

souches. L’amorce de la chute de viabilité à ainsi lieu à 95 g L-1 dans les deux cas. En revanche, ce profil est 

dissemblable en fonction de la concentration en acide acétique. L’amorce de la chute de viabilité à ainsi lieu à 3 et 

4 g L-1, respectivement pour les souches WT et CIT2+. Puis cette viabilité chute jusqu’à 40 % pour une 

concentration en acide acétique de 5,28 g L-1 chez la souche sauvage, contre 50 % pour 6,69 g L-1 chez CIT2+. 
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Figure 52 : Evolution du profil de viabilité en fonction de la concentration en éthanol et en acide acétique, lors des cultures 

discontinues alimentées en excès de glucose seul ( ; —) et en excès de glucose supplémentée en carnitine ( ; ). 

 

 

522. ESTIMATION DES FLUX METABOLIQUES 

Les flux intracellulaires ont été estimés pour les deux expériences au taux de croissance maximal. Les 

données ont été obtenues à l’aide du modèle métabolique, puis normées vis-à-vis de la consommation de glucose 

(FA(normé) = FA / FGlucose) afin d’être comparées (Figure 53). 

5221. Répartition intracellulaire du glucose entrant 

Plusieurs différences notables entre les deux souches sont observables sur la répartition des flux 

intracellulaires. La répartition du flux de glucose-6-P entre le cycle des pentose-phosphates et la glycolyse est 

ainsi fortement modifiée. Chez la souche CIT2+, la part de glucose-6-P envoyée vers le cycle des 

pentose-phosphates est ainsi diminuée de 77 % (19,5 contre 85,5 mmol molGlucose
-1). En parallèle, la part de ce 

métabolite dirigée vers la glycolyse augmente de 7,8 % chez CIT2+ (955 contre 886 mmol molGlucose
-1). 

En outre, l’activité du cycle des acides tricarboxyliques est considérablement augmentée chez la souche 

mutante. Celle-ci envoie effectivement plus de carbone du cytosol vers la mitochondrie. Bien que les flux de 

pyruvate dirigé vers la mitochondrie via la pyruvate carboxylase et la pyruvate déshydrogénase diminuent de 13 % 

(46,6 contre 53,6 mmol molGlucose
-1) et 44 % (12,8 contre 22,9 mmol molGlucose

-1), respectivement, 42 % de 

l’acétyl-coA cytosolique formé, soit 35,7 mmol molGlucose
-1, est envoyé vers la matrice mitochondriale sous forme 

de citrate. Ces phénomènes conduisent à un cycle des acides tricarboxyliques fonctionnant de manière cyclique 

chez CIT2+ et ce à des vitesses relativement élevées, contrairement à WT (chapitre 3321). 
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En outre, la consommation d’oxygène est fortement accrue, permettant la réoxydation de près de 54 % 

de NADH supplémentaire (394 contre 256 mmol molGlucose
-1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 53 : Répartition des flux métaboliques dans le métabolisme central du carbone lors des cultures discontinues alimentées en excès de 
glucose avec les souches CEN.PK 113-7D (nombres gras) et CIT2+ (nombres normaux). Les valeurs présentées ont été obtenues à μmax 

puis normalisées vis-à-vis de la consommation de glucose (FA(normé) = FA / FGlucose). Elles sont donc exprimées en mmol molGlucose
-1. 
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5222. Balance de cofacteurs et énergétique cellulaire 

Chez la souche génétiquement modifiée, les besoins énergétiques de S. cerevisiae pour produire de la 

biomasse sont augmentés à max, de 27 % (8,7 contre 11,1 gX molATP
-1) (Figure 53). Ceci traduit, pour un 

rendement en biomasse sur glucose identique, une production plus importante d’ATP chez CIT2+ via le flux 

glycolytique (87 contre 75 mmolATP gX
-1) et la chaîne respiratoire (28 contre 15 mmolATP gX

-1). 

La régulation de la balance en cofacteurs NADH / NAD+ est également affectée par la surexpression du 

gène CIT2 (Figure 54). Pour les deux souches, la majorité du NADH est produit par la glycolyse, à 98 % chez 

WT, contre 95 % chez CIT2+. Celle-ci régénère cependant plus de NADH via le cycle des acides 

tricarboxyliques (4,7 contre 1,5 %). 

Le réoxydation du NADH est ensuite principalement assurée par la synthèse d’éthanol chez les deux 

souches, à 85 % pour la sauvage contre seulement 80 % pour la mutée. CIT2+ réoxyde alors plus de NADH via 

sa chaîne respiratoire (17 contre 12 %). La part de glycérol est par conre similaire, à 2,5 et 2,6 %. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 54 : Répartition des réactions génératrices de NADH et de NAD+ au taux de croissance maximal lors des cultures des souches 
CEN.PK 113-7D et CIT2+. Pointillé : réactions cytosoliques ; hachuré : réactions mitochondriales. Les chiffres représentent les flux 

normés en fonction de la consommation de glucose (mmol mol-1). 

 

En outre, la régulation de la balance NADPH / NADP+ est fortement impactée. L’oxydation du 

NADPH est due uniquement à l’anabolisme. Par contre, la régénération du NADPH se réalise de façon différente 

radicalement chez les deux souches (Figure 55). 
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La souche sauvage produit ainsi 66 % de NADPH via la synthèse d’acide acétique et 33 % via le cycle des 

pentose-phosphates. A l’inverse, la souche génétiquement modifiée produit ainsi seulement 17 % de NADPH via 

la synthèse d’acide acétique contre 83 % via le cycle des pentose-phosphates. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 55 : Répartition des réactions génératrices de NADPH au taux de croissance maximal lors des cultures des souches 
CEN.PK 113-7D et CIT2+. Les chiffres représentent les flux normés en fonction de la consommation de glucose (mmol mol-1). 
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53. DISCUSSIONS 

531. EVOLUTION DES CAPACITES FERMENTAIRES 

Dans la littérature, une seule étude a étudié la modulation de l’activité d’une citrate synthase en 

bioréacteur continu (Mouret, 2006), mais aucune n’a estimé l’impact de la surexpression du gène CIT2 lors d’une 

culture discontinue alimentée en excès de glucose. Les études, qui impliquent la surexpression ou la suppression 

d’un seul ou des deux gènes (CIT1 et CIT2) codant pour les deux isoformes de cette enzyme, se limitent en effet à 

des cultures discontinues avec des concentrations initiales en glucose faibles (inférieures à 20 g L-1). Les 

expériences présentées ici apportent donc des informations sur le comportement d’une souche de S. cerevisiae 

surexprimant le gène CIT2 en conditions de production intensive d’éthanol. 

5311. Impact de la surexpression de CIT2 sur les produits de fermentation  

La culture en excès de glucose d’une souche de S. cerevisiae surexprimant le gène CIT2 a pu mettre en 

évidence une modulation des capacités fermentaires globales des cellules. La vitesse spécifique de production 

d’éthanol à ainsi été impactée de manière négative chez CIT2+ (Tableau 11 ; Figure 49). Une partie de cette 

diminution peut s’expliquer par un flux de substrat carboné entrant dans la cellule amoindri chez CIT2+. La 

vitesse spécifique maximale de consommation de glucose a ainsi chuté de 3,02 à 2,88 g gX
-1 h-1, soit - 4,6 %, 

lorsque la vitesse spécifique maximale de production d’éthanol a diminué de 1,31 à 1,12 g gX
-1 h-1, soit - 14,5 %. 

La réduction du rendement en éthanol de 7 %, à 0,402 g g-1, permet d’expliquer la part restante de la diminution 

de la vitesse spécifique de production d’éthanol (Tableau 11). 

Cette minimisation de la production d’éthanol ne semble toutefois pas avoir affecté le titre final de 

manière drastique, puisqu’il perd seulement 1 %, à 125,5 g L-1 (Tableau 11). En conséquence, le temps de 

culture a été logiquement plus long pour la souche CIT2+, de 9 heures. Et la productivité volumique du procédé 

a ainsi chuté de 21 %, passant de 2,44 g L-1 h-1 en utilisant la souche sauvage à 1,92 g L-1 h-1 en utilisant la souche 

CIT2+. 

A l’inverse de l’éthanol, la production d’acide acétique a été fortement augmentée chez CIT2+. Une 

vitesse spécifique très nettement supérieure (Figure 49) a permis aux cellules de produire cet acide jusqu’à une 

concentration finale de 6,69 g L-1 , soit un gain de 27 % (Tableau 11). De cette façon, son rendement global de 

production par rapport au substrat consommé a augmenté de 33 % chez CIT2+. 

Aucun impact significatif de la surexpression de CIT2 n’a en revanche pu être mis en évidence sur la 

production du troisième indicateur important du métabolisme fermentaire, le glycérol. La concentration finale de 

ce métabolite a été très légèrement accrue chez CIT2+, à 5,06 g L-1 (Tableau 11). Les rendements de production 

semblent également légèrement supérieurs chez cette souche. 
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Ces résultats sont en contradiction avec ceux observés par Mouret (2006) lors d’une culture continue de 

la même souche. Après un pulse de glucose de 10 g L-1, ce mutant présentait effectivement une diminution de la 

production de glycérol et d’acide acétique, respectivement de 68 et 38 %, au profit de l’éthanol. Il semblerait 

donc que la surexpression de CIT2 provoque une modulation très différente du métabolisme de la levure, selon 

qu’elle soit soumise à l’effet Crabtree à court ou long terme. 

5312. Impact de la surexpression de CIT2 sur la croissance  

La croissance microbienne a également été négativement impactée par la surexpression du gène CIT2. Il 

semblerait que la souche CIT2+ présente un taux de croissance maximal 6 % plus faible que WT, à 0,33 h-1. Mais 

l’écart entre les deux souches est à la limite de la marge d’erreur. En outre, CIT2+ paraîtrait plus sensible à 

l’éthanol d’un point de vue de son taux de croissance (Figure 48). L’analyse de l’évolution du rendement en 

biomasse en fonction de la concentration en éthanol n’a toutefois rapporté aucune différence significative entre les 

deux souches (résultats non montrés). Ainsi, la diminution du taux de croissance résulterait plutôt de la 

diminution de la vitesse spécifique de consommation de glucose. En outre dans les deux expériences, la croissance 

a été stoppée à une Pcritique identique de 86 g L-1 (Figure 48). Couplée à un taux de croissance plus faible, il en 

découle logiquement une concentration finale en biomasse inférieure de 5 %, à 12,5 g L-1. 

A l’inverse, l’effet inhibiteur de l’acide acétique sur la croissance microbienne semblerait partiellement 

levé chez CIT2+. Cet acide est connu pour son effet inhibiteur vis-à-vis du taux de croissance (Narendranath et 

al., 2001 ; Taherzadeh et al., 1997 ; Wright et al., 2011). Celui-ci est affecté par l’ajout de seulement 0,05 g L-1 

d’acide acétique au milieu de culture, et devient nul à une concentration comprise entre 6 et 6,6 g L-1. Or dans 

les expériences présentées ici, CIT2+ présente un taux de croissance nettement supérieur quelque soit la 

concentration en acide acétique considérée (Figure 48). La concentration critique pour la croissance a également 

été améliorée de 3 à 4 g L-1, soit une augmentation de 25 %. Le rendement ATP a enfin chuté de 22 % chez la 

souche mutée (8,7 gX molATP
-1), en conséquence d’un flux de dissipation de l’ATP plus important révélé par 

l’estimation des flux intracellulaires. 

D’après la littérature, la présence d’acide acétique dans le milieu de culture impliquerait l’activation 

d’une ou plusieurs ATPases plasma-membranaires. Ceci permettrait de réguler le pH intracellulaire en excrétant 

notamment le surplus de protons et potentiellement celui d’ions acétate (Holyoak et al., 1999 ; Piper et al., 

1998 ; Piper et al., 2001 ; Russell, 1992). CIT2+ pourrait ainsi être capable de limiter l’impact négatif de l’acide 

acétique par l’utilisation accrue d’ATPases plasma-membranaires. 

D’après la littérature, l’acide acétique exogène participe an outre à l’induction de l’apoptose. Chez la 

souche W303-1A, il provoque ainsi une chute de la viabilité (en terme de capacité à croître sur milieu solide) dès 

1,2 g L-1 (Ludovico et al., 2001). Ici, l’amorce de la chute de la viabilité s’est produite à une concentration en 

acide acétique 25 % plus élevée chez CIT2+ (Figure 52). La surexpression du gène CIT2 pourrait donc avoir 

permis de réduire la sensibilité des cellules à l’apoptose induite par l’acide acétique. 
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5313. Evolution de l’impact de la surexpression de CIT2 

La surexpression du gène CIT2 a donc diminué les capacités fermentaires de S. cerevisiae. Il faut toutefois 

noter que l’amplitude de cet impact varie avec l’avancement de la culture. De la même façon que lors de la 

culture de la souche sauvage en présence d’acide oléique (chapitre 3), cet impact chute avec la diminution de la 

production de biomasse. Le gain observé sur la vitesse spécifique de production d’acide acétique, ainsi que la 

perte observée sur la vitesse spécifique de production d’éthanol, diminuent ainsi de manière concomitante avec le 

taux de croissance (Figure 49). Ce phénomène s’observe également à un niveau plus global, puisque la variation 

des rendements de production de ces deux métabolites est moindre sur l’ensemble de la culture que sur la phase 

de croissance (Tableau 11). 

Les dosages enzymatiques ont montré une forte augmentation de la quantité de citrate synthase totale 

chez CIT2+. Celle-ci représente le cumul des isoformes Cit1p et Cit2p. D’après la littérature, le niveau basal de 

la citrate synthase extra-mitochondriale (Cit2p) est particulièrement faible comparé à celui de la forme 

mitochondriale (Cit1p) sur glucose comme seule source de carbone (Liao et al., 1991 ; Rickey & Lewin, 1986 ; 

Rosenkrantz et al., 1986). L’augmentation de l’activité spécifique totale observée chez CIT2+ peut ainsi être 

assimilée à la synthèse de Cit2p. Contrairement à la souche sauvage, ou l’activité spécifique chute durant les 30 

premières heures, soit un temps plus long que la phase de croissance, CIT2+ montre un niveau élevé tout au long 

de la culture (Figure 51). 

Les mécanismes menant à une différence de comportement des cellules surexprimant le gène CIT2 

seraient donc directement lié à la synthèse de biomasse, puisque l’isoforme extra-mitochondriale de la citrate 

synthase est toujours disponible lorsque l’impact sur les capacités fermentaires cesse. 

 

532. REDISTRIBUTION DU CARBONE 

5321. Transport du carbone vers la mitochondrie  

L’évolution du rendement en dioxyde de carbone sur éthanol produits indique que la souche CIT2+ a 

utilisé des voies métaboliques productrices de dioxyde de carbone autres que la réduction de l’acétaldéhyde en 

éthanol (Figure 50). Le cycle des acides tricarboxyliques, qui permet à la cellule d’oxyder complètement 

l’acétyl-coA en CO2 en régénérant le NADH mitochondrial, est une source importante de dioxyde de carbone. 

La vitesse spécifique de consommation de dioxygène était également plus élevée chez CIT2+ pour une 

même vitesse spécifique de consommation de glucose (Figure 50). Ces cellules ont donc du consommer plus de 

dioxygène pour métaboliser une même quantité de glucose. Cette molécule n’est utilisée par S. cerevisiae qu’en 

tant qu’accepteur final d’électrons au niveau de la chaîne respiratoire. Un rendement plus élevé signifie donc que 

ce microorganisme a dirigé une plus grande partie du glucose vers le métabolisme oxydatif. En outre, l’activité de 
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la chaîne respiratoire réoxyde le pool de NADH mitochondriale, lui même résultant notamment de l’activité du 

cycle des acides tricarboxyliques. 

Le métabolisme mitochondriale semble donc avoir été favorisé chez la souche CIT2+, ce qui 

nécessiterait un apport de carbone plus important dans cet organite. S. cerevisiae dirige l’acide pyruvique vers le 

cycle des acides tricarboxyliques par l’intermédiaire de la pyruvate déshydrogénase et de la pyruvate carboxylase. 

Mais la Cit2p fait également partie d’un système de transport du carbone au travers de la membrane 

mitochondriale, sous l’influence de la régulation rétrograde (RTG2) (Liao et al., 1991 ; Liu & Butow, 2006). 

D’après la littérature, le gène CIT2 code pour une citrate synthase extra-mitochondriale. Cette enzyme 

est localisée dans les peroxysomes (Lewin et al., 1990), bien que certaines études la place dans le cytosol ou 

encore la mitochondrie (Kispal et al., 1988 ; Lee et al., 2006). En excès de glucose, les peroxysomes sont 

considérés comme absents chez S. cerevisiae, car les gènes responsables de leur prolifération sont réprimés par le 

glucose. Cependant, les travaux de Veenhuis et al. (1987) tendraient à montrer qu’ils sont bien présents dans ces 

conditions, mais de petite taille. En outre, les cellules -, qui présentent une déficience des mitochondries, 

présentent bien une activité Cit2p lorsqu’elles sont cultivées sur glucose. 

Le modèle métabolique a donc été adapté afin d’estimer les flux intracellulaires. En l’absence présumée 

de peroxysome sur glucose comme seule source de carbone, la Cit2p a ainsi été considérée comme cytosolique. 

Le carbone du citrate ainsi formé peut être envoyé via plusieurs transporteurs vers la mitochondrie, sous 

différentes formes correspondant aux intermédiaires du cycle du glyoxylate : citrate, succinate, malate, etc. 

(Palmieri et al., 2006). Etant donné que la souche CIT2+ n’excrète pas d’acide citrique et qu’elle n’a pas été 

configurée pour surexprimer les autres gènes du cycle du glyoxylate peroxysomale, il est donc raisonnable de 

faire l’hypothèse que le citrate cytosolique, formé par la Cit2p, a été transporté vers la matrice mitochondriale via 

un transporteur membranaire, comme par exemple Yhm2p, en échange de l’-cétogluarate (Castegna et al., 

2010) (Annexe 1). 

L’analyse des flux intracellulaires semble confirmer les observations macroscopiques faites sur YCO2/Ethanol 

et YO2/Glucose (Figure 53). La réoxydation du NADH par la chaîne respiratoire a ainsi été augmentée de 54 % chez 

CIT2+. En revanche, le flux total de pyruvate entrant dans la mitochondrie a été réduit de 22 % (59,4 contre 

76,5 mmol molGlucose
-1). Mais le transport du citrate cytosolique vers la mitochondrie a été réalisé à hauteur de 

35,7 mmol molGlucose
-1 chez CIT2+. Cette molécule possédant six carbones, soit deux fois plus que le pyruvate, le 

flux de carbone dirigé vers la matrice mitochondriale a donc bien été accru chez la souche mutante. Les travaux 

de Mouret (2006) ont mené au même type d’observations lors d’une culture continue sur glucose en régime 

permanent. Il faut cependant tenir compte de la non compartimentation du modèle alors utilisé. 

Cependant, il faut noter que l’excrétion d’acide acétique a parallèlement été augmentée chez CIT2+ 

(Figure 53). En outre, l’excrétion d’acide succinique n’a pas été affectée par la surexpression du gène CIT2 

(Tableau 11). Cet acide, considéré comme provenant du cycle des acides tricarboxyliques, avait pourtant été 
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produit dans des proportions plus importante en présence d’acide oléique, alors que l’activité mitochondriale était 

également augmentée. La cellule génétiquement modifiée semblerait donc incapable d’envoyer la totalité du flux 

supplémentaire d’acide acétique vers la mitochondrie. La surexpression de CIT2 ne permettrait donc pas 

d’augmenter la capacité respiratoire, comme il a été observé en présence d’acide oléique. 

5322. Régénération des pools de cofacteurs  

Chez la souche sauvage, le NADPH nécessaire à l ‘anabolisme est principalement fourni par le cycle des 

pentose-phosphates (66 %), puis par la synthèse d’acide acétique (33 %). En revanche, la souche CIT2+ assure 

cette régénération de cofacteur de manière totalement inversée (17 contre 83 %) (Figure 55). 

D’après les observations précédentes chez la souche modifiée, l’activité accrue de la Cit2p semble avoir 

tiré le flux de carbone vers le by-pass de la pyruvate déshydrogénase. La cellule étant incapable d’envoyer la 

totalité de ce flux supplémentaire vers la mitochondrie, le surplus a été excrété vers le milieu de culture sous 

forme d’acide acétique. La régénération du NADPH cytosolique, par l’intermédiaire de la synthèse de cet acide, a 

donc été fortement augmentée chez CIT2+ (191 contre 88,8 mmol molGlucos
-1). 

Or les besoins anaboliques en ce cofacteur n’ont pas augmenté de manière concomitante (Figure 53 ; 

Tableau 11). Afin de respecter la balance NADPH / NADP+, CIT2+ a donc du diminuer le flux de glucose-6-P 

dirigé vers le cycle des pentoses-phosphates à son minimum requis pour fournir les précurseurs métaboliques 

spécifiques à ce cycle, comme semblent l’indiquer le flux inversé de glycéraldéhyde-3-P et celui très réduit de 

fructose-6-P renvoyés vers la glycolyse (Figure 53). Cette réduction de l’activité du cycle des pentose-phosphates 

a également été calculée lors d’une culture continue sur glucose, en régime permanent (Mouret, 2006). 

Ce phénomène pourrait expliquer la légère diminution du taux de croissance. En effet, le cycle des 

pentose-phosphates étant réduit, il ne pourrait supporter une fourniture suffisante des précurseurs anaboliques qui 

lui sont spécifiques (ribose-5-P, érythrose-4-P). 

En conséquence de cette réduction de l’importance du cycle des pentose-phosphates, le flux vers la 

glycolyse a été induit de 8 % chez CIT2+ (955 contre 886 mmol molGlucose
-1) (Figure 53). Cette observation est 

étonnante, car l’acide citrique et l’ATP sont connus pour leur rôle inhibiteur de la phosphofructokinase, une 

enzyme clef du contrôle de la glycolyse. Or, outre la quantité de citrate, la quantité d’ATP généré a également 

été augmentée. Le rendement en ATP formé sur glucose consommé a ainsi gagné 13 %, à 2,25 molATP molGlucose
-1 

pour CIT2+ contre 1,99 molATP molGlucose
-1 pour WT. 

Ce flux de glycolyse plus important ne se répercute cependant pas au niveau de la synthèse d’éthanol. 

Son flux est effectivement réduit de 3 % (Figure 53). L’acétaldéhyde semble donc être préférentiellement 

transformé en acide acétique, certainement sous l’influence de la Cit2p qui tire le flux de carbone en aval de cet 

acide. La perte en NAD+ formé parallèlement à l’éthanol est alors principalement compensée par une activité 

accrue de la chaîne respiratoire (Figure 54). 
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61. INTRODUCTION 

Lorsqu’elle est soumise à l’effet Crabtree, S. cerevisiae produit de l’acide acétique extracellulaire dont la 

majeure partie provient du by-pass de la pyruvate déshydrogénase (Saint-Prix et al., 2004). La délétion d’un ou 

plusieurs gènes codant pour les différents isoformes de l’acétaldéhyde déshydrogénase (ALD) a cependant  permis 

de limiter l’excrétion d’acide acétique dans le milieu de culture (Saint-Prix et al., 2004). Il apparaît suite à cette 

étude que l’Ald6p, qui est NADP+ dépendante, est le principal isoforme à l’origine de la synthèse d’acide 

acétique.  Dans la littérature, cet acide est considéré à la fois comme indésirable et nécessaire. 

La présence d’acide organique est d’abord indésirable vis-à-vis du métabolisme cellulaire car il provoque 

un effet découplant entre la production de biomasse et d’énergie. Il existe un certain équilibre de cet acide entre 

les milieux intra et extracellulaires, régit par la différence de pH entre ces deux milieux. Au niveau 

intracellulaire, l’acide acétique est présent sous forme dissociée et non dissociée, selon un équilibre régit par le 

pH intracellulaire. Afin de limiter l’acidification du milieu intracellulaire, la cellule va alors utiliser son ATPase 

pour lui permettre d’expulser les protons ainsi libérés (Holyoak et al., 1999 ; Piper et al., 1998 ; Piper et al., 

2001 ; Russell, 1992 ; Sigler & Höfer, 1991). Il semble en outre participer à l’induction de l’apoptose cellulaire à 

partir de 1,2 g L-1 (Ludovico et al., 2001 ; Wissing et al., 2004). 

A l’inverse, l’acide acétique serait également nécessaire au bon fonctionnement du métabolisme de la 

cellule puisqu’il est une source importante d’acétyl-coA (Stanley et al., 2010). Cette molécule est en effet le 

précurseur de nombreuses voies anaboliques cytosoliques ou mitochondriales, comme la lipogenèse ou encore la 

synthèse de protéines. En outre, la synthèse d’acide acétique à partir d’acétaldéhyde permet de régénérer les 

cofacteurs NADH ou NADPH selon l’isoforme de l’Aldp utilisé. Le NADPH est ensuite utilisé notamment pour 

la synthèse des acides gras. En condition de production intensive d’éthanol, la régénération du NADPH est donc 

d’autant plus importante que l’alcool produit un stress altérant l’intégrité de la membrane plasmique de la cellule. 

Ce phénomène provoque en effet l’apparition d’une lipogenèse découplée de la croissance, dont le but est 

d’adapter le profil de phospholipides membranaires (Piper et al., 1995 ; Stanley et al., 2010). 

La modulation directe de la synthèse d’acide acétique a été étudiée ici par la délétion du gène ALD6 sous 

l’effet Crabtree « long terme », en choisissant un mode de culture discontinu alimenté en excès de glucose. Cette 

stratégie devrait permettre d’étudier d’une part le lien entre la synthèse de lipides et d’acide acétique au niveau de 

la fourniture d’acétyl-coA et de NADPH, et la diminution de l’effet découplant d’autre part. 

Deux cultures aérobies ont ainsi été menées sur glucose comme seule source de carbone avec les souches 

BY4741 sauvage et BY4741 dont le gène ALD6 a été délété (ALD6). 
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62. RESULTATS 

621. PARAMETRES DES CULTURES 

6211. Evolution des masses cumulées lors des cultures « BY4741 » et « ALD6 » 

D’après les résultats bruts de cette expérience, les bilans carbone et des degrés de réduction généralisés 

bouclent respectivement à 97 % et 96 % pour la souche sauvage, et à 96 % et 96 % pour la souche mutée. 

Les deux cultures ont duré un total de 61 h, pendant lesquelles 1015 g de glucose ont été consommés par 

BY4741, contre 848 g par ALD6. Les cellules sauvages ont notamment produit 448 g d’éthanol et 50 g de 

glycérol, contre 385 g d’éthanol et 60 g de glycérol chez ∆ALD6 (Figure 56). Les titres finaux de ces métabolites 

étaient respectivement de 107,0 g L-1 et 11,83 g L-1 pour la culture « BY4741 », et de 96,6 g L-1 et 14,94 g L-1 

pour la culture « ALD6 » (Tableau 12). 

Au cours de la phase de croissance de la souche BY4741, qui a duré 28 h, 43 g de biomasse ont en outre 

été produits, pour une concentration finale de 9,7 g L-1. La phase de croissance de la souche ALD6 a elle aussi 

duré 28 h, pour 34 g de biomasse produits et une concentration finale de 8,8 g L-1 (Figure 56). 

L’acide acétique a lui été produit de manière différente entre les deux expériences (Figure 56). Les 

cellules BY4741 en ont ainsi produit 5,9 g tout au long de la culture, pour une concentration finale de 1,46 g L-1. 

Les cellules ALD6 en ont quant à elles produit seulement 1,5 g, seulement à partir de la 26e heure, pour une 

concentration finale de 0,41 g L-1. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 56 : Evolution des masses cumulées lors des cultures discontinues alimentées en excès de glucose des souches BY4741 (symboles 

pleins) et ALD6 (symboles ouverts). A représente () la biomasse, () l’éthanol, () le glycérol et () l’acide pyruvique. 

B représente () l’acide acétique et () l’acide succinique. Les courbes représentent les données réconciliées. 
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Les autres acides organiques ont été produits de façon plus similaire entre les deux souches (Figure 56). 

Chez BY4741, 8 g d’acide succinique ont ainsi été produit au cours des 17 premières heures. Puis son excrétion 

semble stoppée jusqu’à la 28e heure, avant d’être partiellement reconsommé pendant dix heures, pour une 

concentration finale de 1 g L-1. Chez ALD6, ce métabolite a été principalement produit au cours des 

19 premières heures, jusqu’à 5,4 g. Puis sa production a été fortement réduite jusqu’à la 36e heure, atteignant 

5,7 g, avant d’être partiellement reconsommé pendant six heures, pour une concentration finale de 0,91 g L-1. 

L’acide pyruvique a lui été produit en trois phases distinctes (Figure 56). Chez BY4741, 3,4 g ont été 

excrétés jusqu’à 20 h, puis seulement 1,4 g entre 20 et 41 h et enfin 5,2 g de 41 h à la fin. Les cellules ALD6 en 

ont produit 2,2 g entre 0 et 22 h, puis seulement 1,7 g entre 22 et 40 h et enfin 8,4 g entre 40 h et la fin. Les 

concentrations finales en acide pyruvique étaient ainsi de 2,62 et 2,36 g L-1, respectivement pour les souches 

BY4741 et ALD6. 

Enfin, des dosages enzymatiques sur l’ensemble de la culture n’ont pas permis de mettre en évidence une 

quelconque production d’acide citrique. 

6212. Comparaison des rendements des cultures « BY4741 » et « ALD6 » 

L’analyse des rendements sur glucose consommé confirme la différence du comportement des deux 

souches observée sur l’évolution des masses cumulées (Tableau 12). 

Lors de la phase de croissance, le rendement en biomasse était ainsi de 0,129 g gGlucose
-1 pour BY4741, 

contre seulement 0,112 g gGlucose
-1 pour ALD6. Le rendement en éthanol produit ne présentait quant à lui pas de 

différence significative, à 0,36 et 0,345 g gGlucose
-1 respectivement pour les souches sauvage et mutée. Le 

rendement en glycérol a lui été augmenté de 0,078 g gGlucose
-1 pour BY4741, à 0,124 g gGlucose

-1 pour ALD6. En 

revanches les acides succiniques et pyruviques présentaient des rendements moindres chez la souche mutée, 

respectivement à 0,08 et 0,088 g gGlucose
-1, que chez la souche sauvage, à 0,013 et 0,0135 g gGlucose

-1. Enfin, la 

production d’acide acétique était négligeable chez ALD6, alors qu’elle a atteint un rendement de 

0,0037 g gGlucose
-1 chez BY4741 (Tableau 12). 

Si l’on considère l’ensemble des cultures, les mêmes divergences ont été observées pour les coproduits 

de fermentation (Tableau 12). Le rendement en glycérol a ainsi été augmenté pour la culture « ALD6 », de 

0,056 à 0,077 g gGlucose
-1. Celui en acide acétique a lui été réduit à 0,002 g gGlucose

-1 pour la souche mutée, contre 

0,0055 g gGlucose
-1 pour la sauvage. Par contre le rendement global en éthanol semblerait supérieur pour la souche 

mutée, à 0,406 contre 0,39 g gGlucose
-1. Il faut toutefois considérer cette différence avec précaution, puisqu’elle est 

à la limite des marges d’erreur de ces deux résultats. 
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µ m ax h
-1 0,29 +/- 0,01 0,19 +/- 0,01

q éthanol m ax g g
-1

 h
-1 1,02 +/- 0,06 0,82 +/- 0,06

q acétate m ax mg g
-1

 h
-1 9,3 +/- 0,8 2 +/- 1

q glucose m ax g g
-1

 h
-1 2,86 +/- 0,06 2,16 +/- 0,07

Ybiom asse /  glucose g g
-1 0,129 +/- 0,008 0,112 +/- 0,007

Yéthanol /  glucose  global g g
-1 0,39 +/- 0,01 0,406 +/- 0,007

Yéthanol /  glucose  croissance g g
-1 0,36 +/- 0,01 0,345 +/- 0,008

Yglycérol /  glucose  global g g
-1 0,056 +/- 0,007 0,077 +/- 0,004

Yglycérol /  glucose  croissance g g
-1 0,078 +/- 0,008 0,124 +/- 0,006

Yacétate /  glucose  global g g
-1 0,0055 +/- 0,0007 0,002 +/- 0,001

Yacétate /  glucose  croissance g g
-1 0,0037 +/- 0,0005 !  0

Ysuccinate /  glucose  croissance g g
-1 0,013 +/- 0,003 0,008 +/- 0,002

Ypyruvate /  glucose global g g
-1 0,010 +/- 0,001 0,0097 +/- 0,0011

Ypyruvate /  glucose  croissance g g
-1 0,0135 +/- 0,0013 0,0088 +/- 0,0008

Biom asse g L
-1 9,7 +/- 0,3 8,8 +/- 0,3

Ethanol g L
-1 107,0 +/- 0,6 96,6 +/- 0,6

Glycérol g L
-1 11,83 +/- 0,07 14,94 +/- 0,07

Acétate g L
-1 1,46 +/- 0,06 0,41 +/- 0,06

Succinate g L
-1 1,00 +/- 0,02 0,91 +/- 0,02

Pyruvate g L
-1 2,62 +/- 0,03 2,36 +/- 0,03

P crit ique g L
-1 78 +/- 3 69 +/- 3

CONCENTRATIONS FINALES

W T ! ALD6

RENDEMENTS GLUCOSE

VITESSES SPECIFIQUES

Tableau 12 : Paramètres des cultures discontinues alimentées en excès de glucose avec les souches BY4741 et ALD6. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6213. Comparaison des vitesses spécifiques des cultures « BY4741 » et « ALD6 » 

L’analyse des vitesses spécifiques a également révélé une diversité de résultats entre les deux cultures. 

Tout d’abord, la vitesse spécifique maximale de consommation de glucose a été réduite de 2,86 à 2,16 g gX
-1 h-1 

chez la souche mutée (Tableau 12). 

De plus le taux de croissance maximal, observé en tout début de croissance, a chuté de 0,29 h-1 chez 

BY4741 à seulement 0,19 h-1 chez ALD6 (Tableau 12). Le taux de croissance de cette souche mutée est ainsi 
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toujours inférieur à celui de la sauvage en fonction de la concentration en éthanol (Figure 57). Toutefois, lorsque 

la viabilité est prise en compte dans le calcul de cette vitesse, appelée alors Viable, l’écart entre les deux souches 

est moins flagrant. Ce taux de croissance viable est alors supérieur chez BY4741 uniquement pour des 

concentrations faibles en éthanol, ou supérieures à 58 g L-1 (Figure 57). Mais dans les deux cas la Pcritique, 

concentration en éthanol à partir de laquelle la croissance s’arrête, a été diminuée chez ALD6 de 78 à 69 g L-1. 

En ce qui concerne l’éthanol, sa vitesse spécifique maximale de production a été nettement diminuée 

chez la souche mutée, de 1,02 à 0,82 g gX
-1 h-1 (Tableau 12). En revanche, cet écart est moins clair si l’on 

considère l’évolution de cette vitesse en fonction de la concentration en éthanol (Figure 57). Elle est alors réduite 

chez ALD6 pour des concentrations faibles en éthanol, ou supérieures à 88 g L-1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 57 : Evolution des taux de croissance viable et apparent et des vitesses spécifiques de production d’éthanol et d’acide acétique en 
fonction de la concentration en éthanol, lors des cultures discontinues alimentées en excès de glucose 

avec les souches BY4741 (—) et ALD6 (). 

 

Enfin, l’évolution de la vitesse spécifique de production d’acide acétique a été profondément modifiée. 

Les cellules génétiquement modifiées n’ont ainsi produit ce métabolite que pour des concentrations en éthanol 
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supérieures à 56 g L-1 et avec une vitesse moindre (Figure 57). La vitesse spécifique maximale de production 

d’acide acétique a ainsi chuté de 9,3 à 2 mg gX
-1 h-1 chez ALD6 (Tableau 12). 

La représentation des vitesses spécifiques en fonction du taux de croissance permet également de 

rapporter des différences importantes entre les deux cultures. La souche sauvage présente une vitesse spécifique 

de production d’acide acétique qui diminue avec le taux de croissance, de 9,3 mg gX
-1 h-1 pour max , à 

4,7 mg gX
-1 h-1 pour =0,9 h-1 (Figure 58). qAcétate semble ensuite stagner autour de cette valeur pour des taux de 

croissance inférieurs. Par contre pour la souche mutée, la vitesse spécifique de production d’acide acétique passe 

d’une valeur nulle à =0,05 h-1, à 2,0 mg gX
-1 h-1 à l’arrêt de la croissance, soit sa valeur maximale. 

A l’inverse, la vitesse spécifique de production de glycérol est plus importante en fonction du taux de 

croissance chez ALD6 (Figure 58). Pour cette souche, il chute ainsi de 215 mg gX-1 h-1 pour max, à 

34 mg gX
-1 h-1 à l’arrêt de la croissance. Chez BY4741, il diminue de 224 mg gX

-1 h-1 pour max, à seulement 

20 mg gX
-1 h-1 pour =0. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 58 : Evolution des vitesses spécifiques de production d’acide acétique et de glycérol en fonction du taux de croissance, lors des 

cultures discontinues alimentées en excès de glucose avec les souches BY4741 (—) et ALD6 (). 

 

6214. Evolution des rendements des souches « BY4741 » et « ALD6 » 

La diminution du rendement en biomasse produite sur glucose consommé pendant la phase de croissance 

(Tableau 12) se retrouve également sur son évolution en fonction de la vitesse spécifique de consommation de 

glucose (Figure 59). Ce rendement est ainsi significativement réduit quelque soit la vitesse de consommation de 

glucose des cellules. En outre, il devient nul pour un qGlucose de 0,57 g gX
-1 h-1 pour ALD6, contre 0,46 g gX

-1 h-1 

pour BY4741. 
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De la même façon, la vitesse spécifique de consommation d’oxygène était globalement réduite chez la 

souche mutée, notamment pour un qGlucose supérieur à 1,5 g gX
-1 h-1 (Figure 59). A l’inverse, la vitesse spécifique 

de production de glycérol était plus élevée chez ALD6 que chez WT. Le profil de cette vitesse était similaire, 

bien que décalé pour un qGlucose inférieur à 1,5 g gX
-1 h-1. Mais pour un qGlucose supérieur à cette valeur, la vitesse 

spécifique de production de glycérol chutait plus rapidement avec le qGlucose chez ALD6. Chez les deux souches, 

un « point de flexibilité » a pu être observé. Au delà de ce point, la qO2 est maximale et indépendante de la vitesse 

spécifique de consommation de glucose. Dans cette zone, une participation plus importante de la synthèse de 

glycérol a ainsi pu être observée avec l’augmentation du qGlucose (Figure 59). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 59 : Evolution du rendement en biomasse produite sur glucose consommé ainsi que des vitesses spécifiques de consommation 
d’oxygène (trait épais) et de production de glycérol (trait fin), en fonction de la vitesse spécifique de consommation de glucose, lors des 

cultures discontinues alimentées en excès de glucose avec les souches BY4741 (—) et ALD6 (). 

 

6215. Mesure des activités spécifiques lors des cultures « BY4741 » et « ALD6 » 

Des dosages enzymatiques ont été réalisés tout au long de la culture afin de déterminer l’évolution des 

activités spécifiques de la G6pdh et de différents isoformes de l’acétaldéhyde déshydrogénase. L’analyse de 

l’Ald6p rapporte des résultats très différents entre les deux expériences (Figure 60). Chez la souche BY4741, son 

activité spécifique a chuté de 105 à environ 25 mU mgprotéines
-1 entre la 9e et la 19e heure. Puis elle semble avoir 

présenté un plateau jusqu’à la 41e heure, entre 17 et 25 mU mgprotéines
-1. En revanche chez la souche ALD6, 

l’activité spécifique de l’Ald6p semble s’être réduite à un plateau entre la 9e et la 41e heure, entre 10 et 

17 mU mgprotéines
-1. Dans les deux cas, un pic d’activité a eu lieu à la 44e heure, à environ 41 mU mgprotéines

-1. 

A l’inverse, l’activité spécifique des Aldp NAD+ dépendante ne semble pas avoir été significativement 

modifiée par la délétion du gène ALD6 (Figure 60). Elle a ainsi chuté de 22 à 0 mU mgprotéines
-1 entre la 9e et la 18e 

heure chez BY4741, contre une diminution de 27 à 0 mU mgprotéines
-1 entre la 9e et la 19e heure chez ALD6. Puis 

elle est demeurée nulle tout le reste des cultures. 
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Le profil de l’activité spécifique de la G6pdh au cours du temps a également été modifié par la délétion 

du gène ALD6 (Figure 60). Elle est demeurée relativement faible chez la souche sauvage. Elle semble ainsi avoir 

chuté entre la 9e et la 16e heure de 60 à 14 mU mgprotéines
-1, puis semble augmenté jusqu’à 31 mU mgprotéines

-1 

jusqu’à la 19e heure, avant de se stabiliser entre 31 et 42 mU mgprotéines
-1. En revanche chez la souche mutée, 

l’activité spécifique de la G6pdh a fortement augmenté entre la 9e et la 30e heure, passant ainsi de 36 à 

164 mU mgprotéines
-1. Puis elle s’est stabilisée pendant la phase de production d’éthanol découplée de la croissance, 

à environ 170 mU mgprotéines
-1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 60 : Evolution des activités spécifiques des acétaldéhyde déshydrogénases NADP+ dépendante (), et NAD+ dépendante (), 

ainsi que du taux de croissance (—) et de l’activité spécifique de la glucose-6-phosphate déshydrogénase () 

chez les souches BY4741 (A ; C) et ALD6 (B ; D). 

 

6216. Profil de viabilité lors des cultures « BY4741 » et « ALD6 » 

L’évolution du profil de viabilité en fonction du temps présente de grande différences entre les deux 

souches (Figure 61). La souche sauvage avait ainsi une viabilité supérieure à 95 % la majeure partie de la culture. 

Puis celle-ci a commencé à chuter à des concentrations en éthanol de 85 g L-1 et en acide acétique de 1,15 g L-1. A 

l’arrêt de la production d’éthanol, les cellules BY4741 présentaient encore une viabilité de 70 %. 
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En revanche, la viabilité des cellules mutées a diminué dès le début de la culture et ce jusqu’à 75 % pour 

une concentration en éthanol d’environ 40 g L-1. Puis elle semble avoir augmenté jusqu’à 80 % entre 40 et 

60 g L-1, avant de chuter à nouveau jusqu’à 35 % à la fin de la culture. Si l’on considère la viabilité en fonction de 

la concentration en acide acétique, elle a alors constamment diminué de 85 à 35 %. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 61 : Evolution du profil de viabilité en fonction de la concentration en éthanol et en acide acétique, lors des cultures discontinues 

alimentées en excès de glucose des souches BY4741 ( ; —) et ALD6 ( ; ). 

 

Il est à noter que chez la souche ALD6, la fin de la première phase de chute de viabilité (75 %) 

correspondait au pic de dioxyde de carbone dissous (calculé) dans le milieu de culture (13,7 mmol L-1), à une 

concentration en éthanol d’environ 40 g L-1 (Figure 62). L’excrétion d’acide acétique a quant à elle débuté au 

milieu de la phase de remontée de viabilité, soit une concentration en éthanol de 50 g L-1. Sa vitesse spécifique de 

production a ensuite atteint sa valeur maximale (2 mg gX
-1 h-1) au début de la seconde phase de chute de viabilité, 

soit environ 65 g L-1 d’éthanol. En revanche, aucune chute de la viabilité n’a été observée chez la souche sauvage à 

l’apparition du pic de CO2 dissous (13,9 mmol L-1). Il faut noter que le pourcentage de phospholipides composant 

les cellules, estimé d’après une analyse de la composition élémentaire de la biomasse, était plus élevé chez WT. 

La proportion de ces molécules a ainsi augmenté de 6 à 10,8 % chez les cellules sauvages, contre de seulement 3,5 

à 9,5 % chez ALD6. 
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Figure 62 : Evolution du () profil de viabilité, de la () vitesse spécifique de production d’acide acétique, ainsi que du (—) CO2 dissous 

et du () pourcentage en phospholipides des cellules calculé, en fonction de la concentration en éthanol, chez BY4741 et ALD6. 

  

 

622. ESTIMATION DES FLUX METABOLIQUES 

Les flux intracellulaires ont été estimés pour les deux expériences au taux de croissance maximal. Les 

données ont été obtenues à l’aide du modèle métabolique, puis normées vis-à-vis de la consommation de glucose 

(FA(normé) = FA / FGlucose) afin d’être comparées (Figure 63). Les paramètres du modèle ont été adaptés de manière à 

prendre en compte le changement de composition de la biomasse, calculée à partir des analyses élémentaires chez 

la souche ALD6. 

6221. Répartition intracellulaire du glucose entrant 

Chez la souche ALD6 la part de glucose-6-P envoyée vers le cycle des pentose-phosphates, seule source 

de NADPH cytosolique, est diminuée de 11 % (70,6 contre 79,8 mmol molGlucose
-1). Le flux entrant dans la 

glycolyse est par contre légèrement augmenté (908 contre 897 mmol molGlucose
-1). Plus bas dans la chaîne 

glycolytique, la quantité de glycéraldéhyde-3-P transformée en glycérol-3-P est en revanche nettement plus 

importante de 27 % chez la souche mutée (195 contre 154 mmol molGlucose
-1).  

En fin de glycolyse, le pyruvate est envoyé dans des proportions similaires chez ALD6 et BY4741 vers 

le by-pass de la pyruvate déshydrogénase (1506 et 1507 mmol molGlucose
-1). En revanche, les flux de ce métabolite 

alimentant la mitochondrie sont modulés. L’entrée du pyruvate via la pyruvate déshydrogénase est ainsi 

augmentée de 38 % chez ALD6 (62,4 contre 45,1 mmol molGlucose
-1), alors que celle via la pyruvate carboxylase 

est diminuée de 29 % (71,2 contre 100 mmol molGlucose
-1). Dans cet organite, la réoxydation du NADH par la 

chaîne respiratoire y est similaire chez les deux souches. En outre, le cycle des acides tricarboxyliques se 

comporte de façon branchée chez la souche sauvage, mais de manière cyclique chez la mutante. 
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Figure 63 : Répartition des flux métaboliques dans le métabolisme central du carbone lors des cultures discontinues alimentées en excès de 

glucose avec les souches BY4741 (nombres gras) et ALD6 (nombres normaux). Les valeurs présentées ont été obtenues à μmax 
puis normalisées vis-à-vis de la consommation de glucose (FA(normé) = FA / FGlucose). Elles sont donc exprimées en mmol molGlucose

-1. 

 

Enfin, le flux d’acétaldéhyde dirigé vers la synthèse d’acide acétique cytosolique est réduit de 81 % chez 

la souche génétiquement modifiée (6,96 contre 36,8 mmol molGlucose
-1). Il faut noter que cette réaction met en 

œuvre une Aldp NADP+ dépendante pour BY4741, mais une Aldp NAD+ dépendante pour ALD6. La différence 

d’acétaldéhyde est alors envoyée vers l’éthanol chez la souche mutée. 
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6222. Balance de cofacteurs et énergétique cellulaire 

Chez la souche génétiquement modifiée, les besoins énergétiques pour produire de la biomasse semblent 

supérieurs à max (9,2 contre 10,0 gX molATP
-1) (Figure 63). 

L’oxydation du NADPH est due uniquement à l’anabolisme. La régénération du NADPH se réalise quant 

à elle par la synthèse d’acide acétique (26 %) et par le cycle des pentose-phosphates (74 %) chez la souche 

sauvage, contre respectivement 9 et 91 % chez la souche ALD6 (Figure 64). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 64 : Répartition des réactions génératrices de NADPH au taux de croissance maximal lors des cultures des souches BY4741 et 

ALD6. Les chiffres représentent les flux normés en fonction de la consommation de glucose (mmol mol-1). 

 

En outre, la redirection des flux intracellulaires observée chez la souche ALD6 a perturbé la balance 

entre les cofacteurs NADH et NAD+ (Figure 65). D’un point de vue global, ces cellules réoxydent 4 % de NAD+ 

en moins que la souche sauvage. 

Chez ALD6, cette réoxydation se réalise à 10 % par la synthèse de glycérol-3-P et à 11 % par la chaîne 

respiratoire, contre respectivement 7 et 12 % chez BY4741. La production d’éthanol permet quant à elle de 

réoxyder 81 % du NADH chez BY4741 contre 78 % chez ALD6. 

Ce NADH provient principalement de la glycolyse chez BY4741 et ALD6 (95 et 90 %). Cette dernière 

envoie cependant une part moins importante de ce pouvoir réducteur vers la mitochondrie, via la navette 

mitochondriale (2,6 % contre 8,8 %). Mais elle produit plus de NADH que BY4741 par l’activité de son cycle des 

acides tricarboxyliques, qui fonctionne de manière cyclique (3,9 % contre 8,9 %). Enfin, du NADH provient de 

la synthèse cytosolique d’acide acétique chez ALD6, à hauteur de 0,4 %. 
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Figure 65 : Répartition des réactions génératrices de NADH et de NAD+ au taux de croissance maximal lors des cultures des souches 

BY4741 et ALD6. Pointillé : réactions cytosoliques ; hachuré : réactions mitochondriales. Les chiffres représentent les flux normés en 
fonction de la consommation de glucose (mmol mol-1). 

 

6224. Répartition intracellulaire du glucose normée vis-à-vis de la biomasse 

De la même manière que vis-à-vis de la consommation de glucose, les données obtenues à l’aide du 

modèle métabolique ont été normées vis-à-vis de la production de biomasse (FA(normé) = FA / FBiomasse) afin de 

s’affranchir de la différence de taux de croissance entre les deux souches (Figure 66). 

Pour un flux de production de biomasse identique, celui du glucose entrant est 14 % plus important chez 

ALD6. En revanche, le ratio des flux entrant dans la voie des pentose-phosphates / glycolyse est de 8 %, contre 

9 % chez la souche sauvage. Au niveau de la glycéraldéhyde-3-P, une quantité plus grande de ce métabolite est 

dirigé vers la synthèse de glycérol, soit 43 %. 

En fin de glycolyse, la quantité de pyruvate transformé en acétaldéhyde est également plus élevée de 

16 % chez ALD6. Ce métabolite est ensuite oxydé en acétate dans des proportions similaire dans la 

mitochondrie. En revanche, le flux d’acétate cytosolique formé est réduit de 78 %, ainsi que celui d’acétyl-coA de 

41 %. 
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Figure 66 : Répartition des flux métaboliques dans le métabolisme central du carbone lors des cultures discontinues alimentées en excès de 

glucose avec les souches BY4741 (nombres gras) et ALD6 (nombres normaux). Les valeurs présentées ont été obtenues à μmax 
puis normalisées vis-à-vis de la production de biomasse (FA(normé) = FA / FBiomasse). Elles sont donc exprimées en mmol gBiomasse

-1. 
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63. DISCUSSIONS 

631. IMPACT SUR LES CAPACITES FERMENTAIRES 

Les capacités fermentaires ont été partiellement affectées par la délétion du gène ALD6. En fin de 

culture, la souche génétiquement modifiée a ainsi permis d’atteindre une concentration en éthanol de 96,6 g L-1, 

soit une diminution de 10 % par rapport à BY4741, à 107 g L-1 (Tableau 12). En outre, la vitesse spécifique 

maximale de production d’alcool a été réduite de 20 %, à 0,86 g gX
-1 h-1 contre 1,02 g gX

-1 h-1. Ceci est à mettre 

en relief avec la diminution de 24 % de la vitesse spécifique maximale de consommation du glucose, à 2,16 contre 

2,86 g gX
-1 h-1. 

Cependant, cette vitesse spécifique de production d’éthanol semble avoir été affectée uniquement pour 

des concentrations en alcool faibles, où l’on observe sa valeur maximale, ou supérieures à 88 g L-1 (Figure 57). 

Ceci correspond au début et à la fin des cultures. Elle était effectivement équivalente pour des concentrations 

intermédiaires. Le rendement en éthanol produit n’a pas non plus été altéré de manière significative lors de la 

phase de croissance, puisqu’il était de 0,345 g gGlucose
-1 chez ALD6, contre 0,36 g gGlucose

-1 chez BY4741 (Tableau 

12). Le rendement global en éthanol était ainsi de 0,406 g gGlucose
-1 chez ALD6, contre 0,39 g gGlucose

-1 chez 

BY4741. De la même façon qu’en anaérobiose (Cambon et al., 2006 ; Eglinton et al., 2002 ; Remize et al., 

2000), la délétion du gène ALD6 semble donc ralentir les cinétiques fermentaires des cellules en présence 

d’oxygène, sans affecter le rendement de production en éthanol. 

Ces observations concernant les rendements sont confirmées par l’absence de différences significatives 

sur l’évolution du rendement en dioxyde de carbone sur éthanol produit (résultats non montrés). Néanmoins, 

l’analyse de l’évolution de la vitesse spécifique de consommation d’oxygène a rapporté une valeur globalement 

plus faible chez la souche mutée que chez la sauvage, pour une vitesse spécifique de consommation de glucose 

donnée (Figure 59), couplée à une production d’acide succinique réduite (Tableau 12). 

Ces résultats tendraient à montrer que la cellule mutée métabolise moins le glucose par voie oxydative, 

sans toutefois accroître le flux de carbone dirigé vers la production d’éthanol. Ceci peut s’expliquer par une 

production de glycérol accrue chez ALD6, discutée plus bas. 

 

632. MODULATION DE LA SYNTHESE D’ACIDE ACETIQUE 

L’analyse des résultats macroscopiques révèle une redistribution du carbone suite à la délétion du gène 

ALD6. Ces observations sont confirmées par l’estimation des flux intracellulaires. Outre une nette augmentation 

de la production de glycérol, discutée plus bas, la souche ALD6 présente des profils de production différents 

pour les acides organiques. 
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Une synthèse d’acide acétique fortement réduite a ainsi pu être remarquée suite à la délétion du gène 

ALD6. Son rendement global de production a ainsi chuté de 64 % chez la souche mutée, à 0,002 g gGlucose
-1 

(Tableau 12). En outre, celle-ci n’a commencé à excréter de l’acide acétique qu’en toute fin de phase de 

croissance, pour des taux de croissance inférieurs à 0,05 h-1 (Figure 58). La vitesse spécifique maximale de 

production de cette molécule a été atteinte en tout début de culture pour la souche sauvage, mais seulement en 

début de phase de production d’éthanol découplée de la croissance chez ALD6. Sa valeur a donc logiquement 

chuté, de 78 %, à seulement 2 mg gX
-1 h-1 (Tableau 12). Il est à noter que, de manière constante, elle demeure 

inférieure chez la souche génétiquement modifiée. 

Une réduction de la production d’acide acétique a également été reportée chez de nombreux mutants 

ALD6 lors de cultures anaérobies (Cambon et al., 2006 ; Eglinton et al., 2002 ; Remize et al., 2000 ; Saint-Prix 

et al., 2004). Dans ces conditions, une diminution du rendement global de production du même ordre de 

grandeur a pu être observée, de - 55 à - 77 %. Plus particulièrement, des souches de vinification semblent avoir 

montré un profil de production similaire (Cambon et al., 2006 ; Remize et al., 2000). Contrairement aux cellules 

sauvages, les mutants ALD6 n’ont ainsi commencé à excréter de l’acide acétique qu’aux environs de la fin de la 

phase de croissance. 

Ici, la délétion du gène ALD6 a clairement permis de réduire l’activité spécifique acétaldéhyde 

déshydrogénase Mg2+-NADP+ dépendante, lors de la croissance microbienne (Figure 60). Contrairement aux 

observations faites chez la souche sauvage, l’évolution de cette activité spécifique ne paraissait ainsi pas couplée à 

la production de biomasse chez ALD6. Ce couplage apparent chez BY4741 est en contradiction avec la 

classification de Navarro-Aviño et al. (1999), qui avance une expression constitutive de ce gène. Toutefois, il est 

en accord avec l’estimation des ARN messagers par Saint-Prix et al. (2004), qui décrit une évolution similaire. 

Ma et Liu (2010) ont en outre rapporté une expression du gène ALD6 réduite avec l’augmentation de la 

concentration en éthanol. 

En revanche, il est étonnant de constater que le plateau atteint par la suite, lors de la phase de production 

d’éthanol découplée de la croissance, ne semblait pas significativement différent entre les deux souches (Figure 

60). D’après la littérature, l’isoforme Ald6p est en effet le seul à présenter une dépendance au cofacteur NADP+ 

et à l’ion Mg2+ (Dickinson, 1996 ; Jacobson & Bernofsky, 1974). Les autres isoformes potentiellement NADP+ 

dépendants (Ald4p et Ald5p) sont en outre inhibés en présence de Mg2+ et lors de la croissance sur glucose 

(Ald4p), mais activés en ajoutant des ions K+ (non ajoutés lors des dosages enzymatiques) (Jacobson & Bernofsky, 

1974 ; Navarro-Aviño et al., 1999). Chez ALD6, l’activité spécifique acétaldéhyde déshydrogénase 

Mg2+-NADP+ dépendante devrait donc être nulle. L’activité résiduelle, également observée en anaérobiose 

(Remize et al., 2000), pourrait s’expliquer de plusieurs façons. Dans un premier cas, la présence d’ions Mg2+ et 

l’absence de K+ ne permettrait pas de s’affranchir totalement des autres isoformes NADP+ dépendants. D’autres 

enzymes intracellulaires pourraient également utiliser le NADP+ et l’acétaldéhyde (substrats ajoutés lors des 

dosages) comme substrats réactionnels. Il est à noter qu’aucune autre enzyme de la sorte n’a été mise en évidence 
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dans la littérature. Enfin, il pourrait exister un isoforme d’Aldp supplémentaire et non encore décelé. La 

recherche par analogie de séquence d’un gène codant pour une telle enzyme n’a cependant pas permis d’étayer 

cette hypothèse. 

A l’inverse, l’analyse de l’activité spécifique des isoformes NAD+ dépendants n’a pas rapporté de 

différence entre les deux souches (Figure 60). Cette activité est demeurée très faible comparée à l’Ald6p lors de 

la phase de croissance, avant de chuter à une valeur nulle pour le reste de la culture. Elle regroupe les isoformes 

Ald2p et Ald3p, exclusivement NAD+ dépendants et considérés comme particulièrement mineurs et Ald4p, 

NAD(P)+ dépendant (Navarro-Aviño et al., 1999 ; Saint-Prix et al., 2004). 

La diminution de la production d’acide acétique chez ALD6 peut donc être directement imputable à la 

perte de l’isoforme Ald6p. Mais la cellule ne semble pas avoir réorganisé son pool d’acétaldéhyde 

déshydrogénases pour combler cette perte. 

 

633. IMPACT SUR LA BIOMASSE 

La suppression du gène ALD6 a fortement altéré la biomasse, aussi bien d’un point de vue de la croissance 

que de la viabilité cellulaire. 

6331. Impact sur la croissance cellulaire 

Chez la souche mutée, le taux de croissance maximal a chuté de 35 %, à 0,19 h-1, pour une vitesse 

spécifique maximale de consommation de glucose réduite de seulement 25 % (Tableau 12). Cette vitesse semblait 

plus sensible à l’éthanol chez ALD6, puisqu’elle était inférieure à BY4741 quelle qu’en soit la concentration 

(Figure 58). Il en a logiquement résulté un rendement en biomasse produite sur glucose consommé plus bas, de 

13 % à 0,112 g g-1. L’analyse de l’évolution de ce rendement en fonction du taux de croissance a, en outre, 

permis de montrer que les cellules mutées n’étaient pas capables de compenser cette diminution avec 

l’avancement de la culture (Figure 59). De plus la PCritique, concentration en éthanol pour laquelle la croissance 

s’arrête, a été nettement réduite de 78 à 69 g L-1, traduisant également une plus grande sensibilité des cellules 

ALD6 à la présence d’éthanol. 

La littérature semble divisée sur l’impact de la délétion du gène ALD6 sur les capacités de croissance de 

S. cerevisiae. En effet, plusieurs travaux ne rapportent aucune altération de cette croissance en l’absence de ce seul 

isoforme (Cambon et al., 2006 ; Eglinton et al., 2002 ; Remize et al., 2000 ; Saint-Prix et al., 2004). L’Ald4p 

serait alors capable de prendre le relais de l’Ald6p (Saint-Prix et al., 2004). A l’inverse, les études de Meaden 

et al. (1997) et Navarro-Aviño et al. (1999) ont rapporté une chute du taux de croissance maximal comprise 

entre 56 et 81 %. Il est à noter que les premières études citées ont été réalisées en anaérobiose, alors que 
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Navarro-Aviño et al. (1999) ont cultivé un mutant en bioréacteur en présence d’oxygène. La méthode de culture 

utilisée par Meaden et al. (1997) est moins claire, mais ne paraît pas mettre en œuvre d’anaérobiose stricte. 

La diminution de la croissance cellulaire chez un mutant ALD6 semble donc conditionnée au 

métabolisme des cellules vis-à-vis de l’oxygène. La quantité intracellulaire d’Ald6p et d’ARN correspondant 

diminue avec l’apport en oxygène (Rintala et al., 2009). Cet isoforme serait ainsi essentiel à la croissance aérobie, 

mais dispensable en anaérobiose. 

Cette diminution de la production de biomasse pourrait avoir plusieurs origines, distinctes ou conjointes. 

L’acide acétique cytosolique est en effet une source majeure d’acétyl-coA chez S. cerevisiae. La réduction 

importante de sa production chez ALD6 a donc limité l’apport en acétyl-coA cytosolique, essentiel pour la 

synthèse de la biomasse, notamment des lipides et des protéines (Figure 66). Ces cellules sont cependant capables 

d’assurer une certaine fourniture de ce métabolite, puisqu’elles croissent. La totalité de l’acide acétique synthétisé 

en début de croissance ( > 0,05 h-1) aurait ainsi été envoyé vers l’acétyl-coA et non vers le milieu extracellulaire 

(Figure 58). A un taux de croissance inférieur à 0,05 h-1, des besoins anaboliques devenus inférieurs à la synthèse 

d’acide acétique provoqueraient alors l’excrétion d’une partie de cet acide. Il est à noter qu’aucune augmentation 

de l’activité spécifique des isoformes NAD+ dépendants n’a été observée, qui pourrait montrer une tendance des 

cellules à combler ce déficit en acétyl-coA par la synthèse d’acide acétique. 

La production d’acide acétique par l’Ald6p permet également aux cellules de régénérer une grande 

partie du pool de NADPH cytosolique, conjointement à la voie des pentose-phosphates (Grabowska & 

Chelstowska, 2003 ; Minard & McAlister-Henn, 2005 ; Miyagi et al., 2009). La délétion du gène ALD6 a donc 

également dérégulé la balance NADPH / NADP+. L’activité spécifique de la G6PDH a été continuellement 

augmentée lors de la croissance de la souche ALD6 (Figure 60). D’après ces résultats, les cellules auraient ainsi 

utilisé la voie des pentose-phosphates pour contrebalancer la perte de l’Ald6p lors de la phase de croissance. Mais 

ce profil peut être interprété de deux manières différentes. Dans un premier cas, cette augmentation continue 

pourrait signifier que la voie des pentose-phosphates suffit à combler la perte de l’Ald6p, mais que la G6PDH 

subit un effet d’inhibition croissant avec l’avancement de la culture ou qu’une autre étape de la voie des 

pentose-phosphates est limitante (Heux et al., 2008). Dans un autre cas, elle pourrait par contre montrer que la 

quantité supplémentaire de G6PGH est insuffisante pour combler la perte de l’activité Ald6p et que les cellules 

continuent à synthétiser cette protéine. Cette observation est en accord avec plusieurs études, qui avancent une 

expression régulée du gène ZWF1, codant pour la G6PDH (Nogae & Johnston, 1990 ; Thomas et al., 1991). 

D’après la littérature, l’augmentation de 11 à 17 % (PPP/Glucose) du flux des pentose-phosphates par 

ingénierie évolutive permet de limiter la production d’acide acétique tout en améliorant les cinétiques 

fermentaires (Cadière et al., 2011). Cependant, la délétion du gène ALD6 a ici eu des conséquences inverses sur 

ces cinétiques. En outre chez la souche mutée, le flux d’entrée dans voie des pentose-phosphates est augmenté par 

rapport à la biomasse produite (Figure 66), bien qu’il soit diminué par rapport au glucose entrant (Figure 63). 
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Cette faible augmentation ne semble donc pas avoir permis de compenser complètement la perte de l’Ald6p. 

D’après l’estimation des flux intracellulaires normés vis-à-vis de la production de biomasse, la souche 

génétiquement modifiée synthétise environ une millimole d’acétyl-coA et régénère environ deux millimoles de 

NADPH en moins au niveau du by-pass de la pyruvate déshydrogénase (Figure 66). Toutefois, aucune 

augmentation sensible du flux dirigé vers le cycle des pentose-phosphates n’a été mise en évidence. Suite à 

l’observation de l’activité spécifique de la G6PDH (Figure 60), il semble donc qu’ALD6 a bien tenté de combler 

la perte de l’Ald6p en tant que régénérateur du NADPH. Cependant, la limitation concomitante de la fourniture 

d’acétyl-coA n’aurait pas pu être comblée par la cellule, rendant ainsi ce métabolite limitant pour la synthèse des 

acides gras, contrairement au NADPH. La régénération du NADPH par la voie des pentose-phosphates aurait 

ainsi été limitée par le ratio NADP+ / NADPH. 

Ce phénomène pourrait également avoir eu des conséquences sur les protéines. En effet, le NADPH est 

important pour la réalisation des ponts disulfures lors de la formation des structures tertiaires (Minard et al., 

2007). Le manque de NADPH cytosolique altérerait ainsi la fonctionnalité des protéines, en dénaturant leur site 

fonctionnel ou en les empêchant de former des structures quaternaires. Toutefois, il est également possible que la 

quantité de NADPH fournie par la voie des pentose-phosphates soit suffisante, mais que la synthèse d’acétyl-coA 

limitée chez ALD6 soit inférieure à celle chez Cadière et al. (2011), en faisant l’élément limitant. 

6332. Impact sur viabilité cellulaire 

La biomasse a également été impactée par la perte de l’Ald6p d’un point de vue de la viabilité cellulaire. 

Celle-ci a en effet chuté rapidement et fortement chez ALD6, contrairement à BY4741 (Figure 61). Cette chute 

présentait un profil troublant en trois phases, avec une première chute jusqu’à 40 gEthanol L-1, puis une remontée 

entre 40 et 60 gEthanol L-1 et enfin une nouvelle chute jusqu’à la fin de la culture. 

La correction du taux de croissance par cette viabilité a rapporté un taux de croissance viable (Viable) très 

similaire entre les deux souches, pour des concentrations en éthanol inférieures à 58 g L-1 (Figure 57). Les cellules 

génétiquement modifiées semblaient donc capables de se reproduire normalement lorsqu’elles étaient viables. 

Mais elles présentaient une sensibilité accrue aux stress environnementaux puisque leur viabilité a chuté pendant 

la croissance (Figure 62). 

Plusieurs causes paraissent probables pour expliquer ce phénomène. Les cellules sont confrontées à de 

hautes concentrations en éthanol lors des deux cultures. Or le stress éthanol provoque une adaptation du 

métabolisme de S. cerevisiae. Dans ces conditions, ce microorganisme va effectivement mettre en place deux 

mécanismes de défense : une modulation de la composition en acides gras et en protéines de la membrane 

plasmique, ainsi qu’une régénération du pool d’acides gras plasma-membranaires (Chandler et al., 2004). Or la 

synthèse de ces molécules est fortement dépendante de la disponibilité en NADPH et en acétyl-coA. 
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La perte de l’Ald6p ne permettrait donc pas d’assurer la fourniture d’au moins l’une de ces molécules de 

manière suffisante pour lutter contre les stress environnementaux. Si l’on rapproche cette analyse de 

l’observation du taux de croissance viable, il semblerait donc que les cellules ALD6 dirigent l’acétyl-coA et / ou 

le NADPH prioritairement vers la croissance, et non vers l’adaptation et la régénération de leur membrane. 

L’apparition d’une production d’acide acétique en fin de phase de croissance expliquerait ainsi l’augmentation de 

la viabilité. La cellule ayant des besoins moindres pour sa croissance, elle augmenterait son mécanisme de défense 

contre le stress éthanol. Toutefois, l’augmentation de l’activité spécifique de la G6PDH observée chez ALD6 

lors de la croissance tendrait à montrer que c’est principalement l’acétyl-coA qui serait limitant. 

D’autres causes, conjointes ou distinctes, peuvent également être avancées. La littérature prête en effet 

un rôle antioxydant au NADPH cytosolique (Larochelle et al., 2006 ; Minard & McAlister-Henn, 2001). Les 

cellules ALD6 perdraient ainsi leur capacité à traiter les dérivés réactifs de l’oxygène, produit par la respiration 

oxydative. En outre, la plus faible disponibilité de NADPH pourrait provoquer une altération des structures 

tertiaires et quaternaires des protéines en modulant les ponts disulfures (Minard et al., 2007). Une dernière 

possibilité serait une accumulation de l’acétaldéhyde, composé toxique pour les cellules, dans leur cytosol. Cette 

molécule est en effet la source carbonée de l’acide acétique. Cependant, Cambon et al. (2006) n’a rapporté 

aucune augmentation de cette molécule dans le milieu de culture chez un mutant ALD6. 

Enfin, il est intéressant de noter que chez ALD6, la fin de la première chute de viabilité (40 gEthanol L-1) 

correspondait au pic de concentration en dioxyde de carbone dissous dans le milieu de culture (Figure 62). Cette 

viabilité a ensuite de nouveau augmenté avec la diminution de cette concentration. Lors de cultures aérobies en 

limitation de substrat, une altération de la croissance à été observée à partir de 6,4 mmol L-1 de CO2 dissous 

(Chen & Gutmanis, 1976). Or le la valeur maximale atteinte pendant la culture de ALD6 était de 

13,7 mmol L-1. L’éthanol ne serait donc pas le principal facteur de la perte de viabilité des cellules lors de la phase 

de croissance. Le dioxyde de carbone produit pourrait ainsi affecter S. cerevisiae de manière prépondérante à des 

taux de production élevés, potentiellement par son effet acide. La souche sauvage serait toutefois capable de 

mettre en œuvre des mécanismes de résistance à ce phénomène, puisqu’aucune chute de viabilité n’a été observée 

pour des concentrations en CO2 dissous équivalentes. 

Outre une diminution plus importante de la viabilité, le mutant ALD6 présentait une production de 

glycérol plus importante (Tableau 12). Son rendement a ainsi été augmenté de 59 % lors de la phase de croissance 

et de 37 % sur l’ensemble de la culture. Cette explication serait explicable par deux mécanismes. Tout d’abord, il 

faut noter que la consommation d’oxygène a été diminuée en parallèle (Figure 59). Par ailleurs, ces écarts entre 

les souches au niveau du glycérol et de l’oxygène étaient d’autant plus marqués pour des vitesses spécifiques de 

consommation de glucose supérieures à 1,5 g gX
-1 h-1, correspondant environ aux 20 premières heures des phases 

de croissance des deux souches. Or à ce moment, les Aldp NAD+ dépendantes étaient encore présentes dans les 

cellules (Figure 60). Chez ALD6, celles-ci ont donc pu prendre partiellement le relais de l’Ald6p pour fournir 
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de l’acétyl-coA nécessaire à la croissance. Cependant, l’activité de ces enzymes régénère le pool de NADH, 

diminuant ainsi le ratio NAD+ / NADH. 

Vemuri et al. (2007) ont inséré une version mitochondriale (AOX) et une cytosolique (NOX) d’oxydases 

hétérologues chez S. cerevisiae, permettant ainsi d’augmenter le ratio NAD+ / NADH. Lors de cultures 

discontinues, aucune modulation de la production de glycérol n’a été observée chez le mutant AOX. En revanche, 

NOX a diminué sa production de glycérol de 80 %, tout en augmentant sa consommation d’oxygène. Or le 

mutant ALD6 a montré ici une réponse inverse. D’après ces observations, il semblerait donc que les Aldp 

NAD+ dépendantes ayant pris le relais de l’Ald6p soient situées dans le cytosol. Outre cette dernière, seules 

Ald2p et Ald3p sont situées dans ce compartiment (Navarro-Aviño et al., 1999). Des travaux ont rapporté que 

ces isoformes n’étaient pas requis pour la production d’acide acétique en métabolisme fermentaire, alors 

considérés comme mineurs (Saint-Prix et al., 2004). En revanche, d’autres études leurs prêtent un rôle dans la 

balance oxydo-réductive en conditions de stress de stress osmotique (Blomberg & Adler, 1989 ; Navarro-Aviño et 

al., 1999). 

Toutefois chez la souche mutée, l’estimation des flux intracellulaires a révélé une augmentation plus 

importante du flux de glycérol (+ 60 mmol molGlucose
-1) que de celui d’acétate produit par la régénération du 

NADH cytosolique (+ 7 mmol molGlucose
-1) (Figure 65). Celle-ci semble donc produire une partie du glycérol 

supplémentaire afin de répondre à d’autres besoins. Or sa vitesse spécifique de production de glycérol à un taux 

de croissance nul était supérieure de 70 % à celle de BY4741, à 34 contre 20 mg gX
-1 h-1 (Figure 58). ALD6 

aurait donc également augmenté sa production de glycérol pour répondre aux stress environnementaux, et plus 

particulièrement osmotiques (Albertyn et al., 1994). La chute de viabilité et la proportion estimée de 

phospholipides plus faible dans la composition de ces cellules mutées suggèrent qu’elles étaient effectivement 

soumises à de tels stress. 

La combinaison de l’activité des Ald NAD+ dépendantes et de la réponse à des stress environnementaux 

semble donc responsable de l’augmentation de la production de glycérol chez ALD6, associée à une diminution 

de la vitesse de consommation d’oxygène.  
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Sous certaines conditions de culture, de nombreuses levures sont capables de convertir des substrats 

osidiques en éthanol. Au sein de celles-ci, Saccharomyces cerevisiae s’avère être l’une des plus performantes pour 

produire cet alcool à partir de glucose. Cette levure, Crabtree positive, convertit ainsi principalement ce sucre en 

éthanol, en dioxyde de carbone et en biomasse en utilisant son métabolisme fermentaire ou oxydo-réductif. En 

outre, cette production conduit à l’excrétion de coproduits, parmi lesquels le glycérol et les acides organiques. 

De nombreuses études portant sur la synthèse de glycérol ont permis d’identifier les rôles essentiels de 

cette molécule. Elle joue un rôle primordial dans la balance oxydo-réductive de la cellule en menant à la 

réoxydation du NADH cytosolique et permet aux cellules de lutter contre les stress environnementaux et 

notamment osmotique. De plus, la modulation de la synthèse de ce polyol influe fortement sur la synthèse 

d’éthanol. Une diminution de sa synthèse a ainsi pu conduire à une amélioration du rendement en éthanol produit 

de 5 à 10 % selon la disponibilité en oxygène. En revanche, cette diminution a impacté de manière négative la 

croissance des cellules et plus particulièrement leur résistance aux stress. 

A l’inverse, la synthèse des acides organiques est un sujet relativement peu exploré dans la littérature, 

même chez des levures modèles comme Saccharomyces cerevisiae. Certains travaux ont tout de même permis 

d’identifier les acides excrétés par ce microorganisme lors des métabolismes fermentaire et oxydo-réductif, parmi 

lesquels se trouve principalement l’acide acétique, mais aussi dans une moindre mesure les acides succinique, 

pyruvique, malique et fumarique. L’acide acétique est une source importante d’acétyl-coA et de NADPH, deux 

molécules nécessaires à l’anabolisme. Il provient essentiellement de l’oxydation de l’acétaldéhyde par l’action des 

différents isoformes de l’acétaldéhyde déshydrogénase. Les acides pyruvique et succinique occupent également 

une place incontournable dans le métabolisme central du glucose, respectivement en fin de glycolyse et dans le 

cycle des acides tricarboxyliques. Ils sont aussi impliqués dans l’anabolisme, notamment dans la synthèse d’acides 

aminés. Les acides malique et fumarique sont également situés dans le cycle des acides tricarboxyliques, mais ne 

sont pas excrétés chez la souche CEN.PK 113-7D dans les conditions d’étude définies ici. 

Sous forme exogène, ces molécules peuvent cependant causer un « stress acide ». Les mécanismes qui 

régissent ce stress ne sont pas clairement définis, mais il se traduit principalement pas un effet découplant entre 

les productions de biomasse et d’énergie du à la régulation du pH intracellulaire. En outre, l’acide acétique est 

connu pour déclencher l’apoptose cellulaire, bien que cette mort cellulaire n’ait pas été étudiée en condition de 

production d’éthanol. 

Les travaux présentés dans ce manuscrit de thèse ont donc été menés afin d’apporter des éléments de 

réponse aux questions suivantes : 

 L’acide acétique endogène présente t-il un effet inhibiteur sur le métabolisme oxydo-réductif chez 

Saccharomyces cerevisiae ? Est-il ainsi possible de moduler sa production dans le but d’améliorer les 

capacités de production d’éthanol ainsi que sa tolérance aux stress ? 
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 Quels sont les principaux facteurs commandant la synthèse d’acide acétique et plus généralement celle 

des acides organiques ? Permettent-ils une flexibilité du métabolisme à ce niveau ? 
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L’acide acétique endogène présente t-il un effet inhibiteur sur le métabolisme oxydo-réductif 

chez Saccharomyces cerevisiae ? Est-il ainsi possible de moduler sa production dans le but 

d’améliorer les capacités de production d’éthanol ainsi que sa tolérance aux stress ? 

 

 

Suite aux travaux portant sur les acides faibles exogènes, la littérature attribue généralement aux acides 

organiques un rôle négatif sur le métabolisme de S. cerevisiae et plus particulièrement sur la croissance cellulaire 

(Pampulha & Loureiro-Dias, 2000). En revanche, l’ajout d’acide acétique a pu conduire à une augmentation de la 

vitesse spécifique de consommation de glucose ainsi que du rendement en éthanol (Pampulha & Loureiro-Dias, 

2000 ; Taherzadeh et al., 1997). Toutefois, ces conséquences physiologiques n’ont été que très peu étudiées 

vis-à-vis des acides synthétisés par la levure. 

 

Des stratégies de modulation de la production d’acide acétique diversifiées 

Dans le but de les explorer, une modulation de la production d’acide acétique a donc été réalisée en 

conditions de métabolisme oxydo-réductif. Les différentes expériences effectuées lors de ces travaux de thèse ont 

ainsi permis de moduler la production d’acide acétique par deux approches différentes de génie génétique et de 

génie microbiologique. Concernant la première approche, la délétion de l’isoforme majeur de l’acétaldéhyde 

déshydrogénase, directement impliquée dans la synthèse d’acide acétique à partir d’acétaldéhyde, a logiquement 

mené à une diminution de la production d’acide acétique. Cette observation est en accord avec des études 

semblables menées en anaérobiose (Cambon et al., 2006 ; Eglinton et al., 2002 ; Saint-Prix et al., 2004). A 

l’inverse la surexpression du gène CIT2, qui n’est pas impliqué dans la synthèse de cet acide mais dans un 

mécanisme de résistance (Kawahata et al., 2006 ; Paiva et al., 2004), a entraîné une augmentation de la 

production d’acide acétique. 

En outre, l’approche par génie microbiologique a permis de moduler la synthèse d’acide acétique sans 

avoir recours à la manipulation du génome. L’ajout d’acide oléique, un agent modulateur du métabolisme, a 

mené a une levée partielle de l’effet Crabtree « long terme ». Le rendement en acide acétique produit sur 

biomasse formée a ainsi été réduit de 7 %, à 55 contre 59 mg gBiomasse
-1 (Tableau 13). Il faut toutefois noter que le 

rendement sur glucose consommé était plus élevé en présence d’acide oléique. En revanche l’ajout de carnitine, 

nécessaire à la fonctionnalité du système de transport mitochondrial de la carnitine-acétyl transférase, n’a pas 

provoqué de modulation significative du rendement de production d’acide acétique. Une diminution de la vitesse 

spécifique de production d’acide acétique a tout de même pu être mise en évidence sur les premières heures de 

culture. 
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Global

Yacétate/ Biom asse Yacétate/ Glucose Yacétate/ Glucose

mg g-1 mg g-1 mg g-1 mg g-1 h-1

WT 59 10,2 15,8 34

WT-carnitine 53 9,3 15,6 23

CIT2+ 107 18,7 21 105

WT-oléate 55 12,8 17,1 47

WT-oléate / carnitine 62 13,1 17,1 43

BY4741 29 3,7 5,5 9,3

! ALD6 0 0 2 2

Croissance

Rendements

Souche                
( et  agent  m odulateur)

q Acétate  m ax

La synthèse de l’acide acétique et plus largement des acides organiques peut donc être sensiblement 

modulée par différentes stratégies. Une approche par génie microbiologique peut ainsi être envisagée afin de 

s’affranchir de l’utilisation de techniques génétiques. 

 

Tableau 13 : Récapitulatif des rendements et des vitesses spécifiques de production d’acide acétique 
obtenus lors des différentes cultures. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Un effet inhibiteur de l’acide acétique endogène remis en question 

D’après la littérature, l’acide acétique exogène présente un effet inhibiteur du métabolisme à des 

concentrations inférieures au gramme par litre. L’activité biologique est en outre totalement stoppée à des valeurs 

comprises entre 4,8 et 10 g L-1 (Larsson et al., 1997 ; Narendranath et al., 2001 ; Piper et al., 2001 ; Taherzadeh 

et al., 1997 ; Thomas et al., 2002). 

Afin de faire ressortir un éventuel effet inhibiteur de l’acide acétique synthétisé par S. cerevisiae, sa 

synthèse a été limitée par la suppression du gène ALD6. La physiologie de la souche génétiquement modifiée a 

alors été étudiée lors de cultures en métabolisme oxydo-réductif menées jusqu’à l’arrêt de la production 

d’éthanol. Lors de cette expérience, aucune levée d’un potentiel effet inhibiteur de cet acide endogène n’a pu 

être mise en évidence. Au contraire, la réduction de la synthèse d’acide acétique a mené à une chute importante 

de la viabilité cellulaire par rapport à la souche sauvage. En outre, les concentrations critiques pour la production 

de biomasse et d’éthanol ont été diminuées de 11 et 10 %, respectivement. Les mécanismes de résistance au 

stress éthanol mis en place par les cellules nécessitent une synthèse importante de lipides et de composés 

membranaires. S. cerevisiae n’est donc pas capable de pallier le manque de NADPH et / ou d’acétyl-coA 

nécessaire à la synthèse des acides gras, faisant de l’acide acétique un élément essentiel de la lutte contre le stress 

éthanol.  
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En revanche, sa participation dans la lutte contre les autres stress environnementaux, supputée dans la 

littérature, n’a pas pu être décelée (Akhtar et al., 1997 ; Blomberg & Adler, 1989 ; Navarro-Aviño et al., 1999 ; 

Norbeck & Blomberg, 1997 ; Norbeck & Blomberg, 2000). 

Au vu de ces résultats, il serait raisonnable de penser qu’une augmentation de la synthèse d’acide 

acétique pourrait alors améliorer la résistance de S. cerevisiae au stress éthanol, par un approvisionnement plus 

important de NADPH et d’acétyl-coA. La surexpression du gène CIT2 a permis d’augmenter le rendement en 

acide produit sur biomasse formée de 83 % (Tableau 13). Toutefois, cette production d’acide acétique accrue n’a 

pas conduit à une amélioration de la résistance des cellules au stress éthanol. En effet, les concentrations critiques 

pour la production de biomasse et d’éthanol étaient similaires à celles observées chez la souche sauvage, tout 

comme le profil de viabilité en fonction de la concentration en alcool. En outre, la culture de la souche CIT2+ a 

mené à des concentrations en acide acétique plus élevées, dont la valeur finale a été augmentée de 27 % (6,69 

contre 5,28 g L-1). Or la viabilité a commencé à chuter à une concentration plus élevée que chez la souche WT. 

Cette chute était également plus lente en fonction de la concentration en acide. 

Enfin, le rapprochement des résultats des différentes expériences a permis de mettre en évidence une 

corrélation entre les vitesses spécifiques maximales de production d’acide acétique et de consommation 

d’oxygène (Figure 67). L’augmentation du qAcétate semble ainsi avoir provoqué une augmentation de la respiration. 

Ce phénomène pourrait s’expliquer par l’existence d’un effet découplant déjà observé dans la littérature suite à 

l’ajout d’acide acétique exogène (Russell, 1992). Toutefois, cette corrélation ne permet pas d’englober les 

résultats des cultures sur glucose plus acide oléique. La production de biomasse étant fortement accrue dans ces 

conditions, les cellules ont en effet été amenées à consommer plus d’oxygène afin d’assurer la réoxydation des 

cofacteurs réduits par l’anabolisme. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 67 : Vitesse spécifique de consommation d’oxygène en fonction de la vitesse spécifique de production d’acide acétique 
 pour les différentes expériences. 
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Croissance

Yéthanol/ Glucose Yglycérol/ Glucose Ybiom asse/ Glucose

g g-1 g g-1 g g-1 g L-1 g L-1 g g-1 h-1 g L-1 h -1

WT 0,432 0,0142 0,174 126,8 5,28 1,31 2,16

WT-carnitine 0,417 0,012 0,175 124,2 5,20 1,27 2,19

CIT2+ 0,402 0,016 0,174 125,5 6,69 1,12 1,75

WT-oléate 0,40 0,015 0,234 116,2 5,1 0,43 2,17

WT-oléate / car. 0,40 0,015 0,21 115,6 5,1 0,44 2,13

BY4741 0,390 0,056 0,129 107,0 1,46 1,02 1,49

! ALD6 0,406 0,077 0,112 96,6 0,41 0,82 1,34

Product ivitéq Ethanol m axSouche                
( et  agent  

m odulateur)

Rendements

Global

Concentrations finales

[ Ethanol] [ A. acét ique]

En conclusion, aucun effet inhibiteur de l’acide acétique endogène sur le métabolisme de S. cerevisiae n’a 

pu être mis en évidence, bien qu’un effet découplant ait pu être observé. Il est possible qu’un tel phénomène 

existe réellement, mais qu’il soit négligeable par rapport à l’impact du stress éthanol sur les cellules. Une autre 

hypothèse est que la forme endogène de cet acide n’impacte pas le métabolisme de la même façon que sa forme 

exogène. En effet, sa concentration augmente graduellement d’environ zéro à quelques grammes par litre 

lorsqu’il est synthétisé, ce qui peut laisser le temps aux levures de mettre en place et d’adapter leurs mécanismes 

de résistance. Quoi qu’il en soit, l’acide acétique est essentiel aux cellules afin de lutter contre le stress éthanol, 

puisqu’il est un fournisseur incontournable de NADPH et d’acétyl-coA nécessaires à la synthèse des lipides, 

induite par cet alcool. 

 

Modulation de la production d’acide acétique et capacités de production d’éthanol 

Une augmentation de la vitesse spécifique de consommation de glucose ainsi que du rendement en 

éthanol a été observé dans certaines études, suite à l’ajout d’acide acétique exogène (Pampulha & Loureiro-Dias, 

2000 ; Taherzadeh et al., 1997). Cette molécule, lorsqu’elle est ajoutée, peut donc avoir un impact positif sur les 

capacités de S. cerevisiae à produire de l’éthanol. Lors des différentes cultures menées lors de ces travaux de thèse, 

la modulation de la synthèse d’acide acétique a ainsi impacté ces capacités, que ce soit au niveau du rendement, du 

titre final ou de la vitesse spécifique de production. 

La surexpression du gène CIT2 a permis d’augmenter fortement la production d’acide acétique. Lors de 

cette culture, les capacités de production d’éthanol n’ont cependant pas été améliorées. Au contraire, le 

rendement global en éthanol produit sur glucose consommé et la vitesse spécifique de production ont été réduits 

de 7 et 14 %, respectivement (Tableau 14). En outre, la productivité a chuté de 19 %. Cette diminution 

importante est notamment imputable à un temps de culture plus long chez CIT2+ que chez WT (68 contre 59 h). 

Néanmoins, le titre final n’a pas été affecté. 

 

Tableau 14 : Récapitulatif des principaux paramètres de production d’éthanol. 
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Une diminution du rendement global en éthanol et du titre final de l’ordre de 7 et 8  %, respectivement, 

a également été observée lors des cultures en présence d’acide oléique (Tableau 14). Dans ces conditions, les 

cellules ont effectivement envoyé plus de carbone vers la production de biomasse, au détriment de la synthèse 

d’alcool. En revanche, cette augmentation de la biomasse a permis de conserver une productivité similaire à celle 

observée sur glucose comme seule source de carbone. 

Dans le même sens, une diminution de la production d’acide acétique par la suppression du gène ALD6 

n’a pas conduit à une amélioration significative du rendement en éthanol produit (Tableau 14). De plus, la 

concentration en éthanol atteinte en fin de culture et la productivité étaient 10 % inférieures à celles obtenues 

avec la souche BY4741. Ces capacités de production d’éthanol amoindries peuvent s’expliquer par une sensibilité 

accrue des cellules génétiquement modifiées au stress éthanol, les empêchant de résister à des concentrations plus 

hautes. 

En outre, une corrélation linéaire a été observée entre les concentrations en acide acétique et en éthanol 

en fin de phase de croissance (Figure 68). Le titre en éthanol atteint est ainsi d’autant plus important que la 

concentration en acide acétique est élevée. Cette corrélation a également été observée sur les titres finaux 

(résultats non montrés). Ainsi, les stratégies d’amélioration de la production d’éthanol par la diminution de la 

synthèse de glycérol, menées avec succès dans la littérature (Nissen et al., 2000b ; Pagliardini, 2010), ne sont pas 

extrapolables à l’autre coproduit majeur qu’est l’acide acétique. Les cellules semblent en effet incapables 

d’assurer une fourniture de NADPH et d’acétyl-coA convenable afin de répondre aux besoins anaboliques des 

cellules soumises au stress éthanol. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 68 : Concentration en éthanol en fin de croissance (Pcritique) en fonction de la concentration en acide acétique en fin de croissance 
pour les différentes expériences. 

 

La modulation de la synthèse de l’acide acétique ne semble donc pas être une stratégie viable pour 

l’amélioration des capacités de production d’éthanol chez S. cerevisiae. Cependant, elle peut permettre de 

répondre à d’autres impératifs que la production d’alcool, comme la maîtrise de l’acidité ou de la saveur d’un 
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moût de fermentation, tout en conservant certaines des capacités fermentaires. L’intérêt d’une telle approche lors 

de la production d’alcool serait donc à relativiser en fonction des besoins industriels, qui prennent en compte le 

côté économique de la modulation de ces capacités. Celui-ci dicte ainsi généralement la nécessité ou non de 

conserver le titre en alcool, la productivité ou encore le rendement en éthanol produit. 
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Quels sont les principaux facteurs commandant la synthèse d’acide acétique et plus généralement 

celle des acides organiques ? Permettent-ils une flexibilité du métabolisme à ce niveau ?  

 

 

Les mécanismes biologiques contrôlant la synthèse des acides organiques demeurent flous, car encore 

peu étudiés. Lorsqu’elle traitre du sujet des acides organiques, la littérature l’aborde en effet le plus souvent en 

analysant l’effet des acides faibles exogènes. Certaines équipes ont cependant travaillé sur cette problématique, 

mais généralement lors du métabolisme fermentaire. Toutefois, celui-ci est moins flexible que le métabolisme 

oxydo-réductif. C’est pourquoi la modulation de la synthèse d’acide acétique et plus généralement des acides 

organiques a été étudiée ici lors de cultures aérobies en excès de glucose. 

 

Le rôle des acétaldéhydes déshydrogénases diffère selon la disponibilité en oxygène 

Chez toutes les cellules, le métabolisme général est organisé de manière différente en présence ou en 

l’absence d’oxygène. Chez certaines levures comme S. cervisiae, la production d’éthanol permet ainsi de pallier 

l’inactivité de la chaîne respiratoire en réoxydant le NADH généré par l’activité glycolytique. Cependant, les 

travaux concernant l’acide acétique endogène tendent à considérer des mécanismes identiques menant à la 

synthèse de cet acide quelque soit la disponibilité en oxygène. 

L’Ald6p, NADP+ dépendant, est l’isoforme majeur de l’acétaldéhyde déshydrogénase. Suite à la délétion 

du gène codant pour cette enzyme, aucune modification de la croissance n’a pu être observée en anaérobiose, 

bien que la production d’acide acétique ait été très nettement diminuée (Saint-Prix et al., 2004). Or lors des 

cultures aérobies menées au cours de ces travaux de thèse, la croissance a été fortement altérée. Le taux de 

croissance maximal et le rendement en biomasse produite sur glucose consommé ont ainsi été réduits de 34 et 

13 %, respectivement. Les autres isoformes ne paraissent ainsi pas capables de prendre le relais en présence 

d’oxygène, contrairement aux observations faites par Saint-Prix et al. (2004) en anaérobiose. Les différents 

isoformes de l’acétaldéhyde déshydrogénase semblent ainsi présenter des rôles divergents en aérobiose, l’Ald6p 

étant alors essentielle à la croissance cellulaire. Cette conséquence de la suppression du gène ALD6 en aérobiose 

confirme ainsi les résultats présentés par Navarro-Aviño et al. (1999) lors de cultures discontinues aérobies. 

 

Rôle biologique de la synthèse d’acide acétique et flexibilité du métabolisme 

La synthèse d’acide acétique permet aux cellules de régénérer une partie du pool de NADPH et de 

fournir de l’acétyl-coA nécessaires à l’anabolisme. Toutefois, le rôle biologique de l’excrétion de cette molécule 

demeure inconnu. En effet, une surexpression des gènes codant pour les deux isoformes de l’acétyl-coA synthase 
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(8,48) 

n’a pas conduit à une diminution de la production d’acide acétique, démontrant que l’étape de transformation de 

ce métabolite en acétyl-coA n’est pas limitante (de Jong-Gubbels et al., 1998). Suite à cette expérience, cette 

équipe a alors avancé l’hypothèse de l’existence d’une ou de plusieurs étapes limitantes en aval de cette réaction. 

 

Régénération du pool de NADPH 

La synthèse d’acide acétique à partir d’acétaldéhyde a été fortement diminuée chez la souche dont le 

gène ALD6 a été supprimé. La régénération du NADPH inhérente à cette réaction a donc été réduite en 

conséquence. S. cerevisiae semble alors avoir essayé d’augmenter le flux au travers de la voie des 

pentose-phosphates afin de fournir le NADPH nécessaire à la production de biomasse. L’activité spécifique de la 

G6PDH, stable chez la souche sauvage, a en effet été continuellement augmentée lors de la croissance cellulaire 

chez la souche mutée. Néanmoins, l’estimation des flux intracellulaires n’a pas permis de mettre en évidence une 

telle augmentation de l’activité du cycle des pentose-phosphates. La raison de ce phénomène serait à chercher 

dans la réduction concomitante de l’apport en acétyl-coA en l’absence de l’Ald6p, limitant alors la production de 

biomasse et en particulier d’acides gras. La cellule tenterait donc d’accroître le flux à travers le cycle des 

pentose-phosphates, mais le maintien du ratio NADP+ / NADPH bloquerait ce phénomène. 

Une analyse dynamique de la répartition du glucose entrant au cours de la croissance a en outre rapporté 

une évolution du ratio Acétate / PPP pour la régénération du NADPH (Figure 69). Cette répartition était stable 

pour un taux de croissance supérieur à 0,1 h-1, la voie des pentoses phosphates fournissant alors environ 80 % du 

NADPH cytosolique. En revanche en deçà de 0,1 h-1, la répartition entre les deux sources de NADPH s’est 

inversée. A un taux de croissance quasiment nul, la synthèse d’acide acétique fournissait alors la presque totalité 

du NADPH cytosolique. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 69 : Evolution des flux normés des réactions régénératrices du NADPH cytosolique et de leur importance relative chez la souche 
BY4741. Noir : voie des pentoses phosphate (PPP) ; Gris : synthèse d’acide acétique cytosolique. Les valeurs présentées ont été 

normalisées vis-à-vis de la production de biomasse (FA(normé) = FA / FBiomasse). Elles sont donc exprimées en mmol gBiomasse
-1. 
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L’origine de la régénération du NADPH cytosolique semble donc flexible chez S. cerevisiae, 

apparemment capable de moduler l’activité de son cycle des pentose-phosphates en réponse à l’évolution de la 

synthèse d’acide acétique. Toutefois, celle-ci est soumise à d’autres facteurs liés à la croissance cellulaire comme 

la disponibilité en acétyl-coA. 

 

Apport en acétyl-coenzyme A 

Outre le NADPH, l’acide acétique permet de fournir de l’acétyl-coA grâce à l’acétyl-coA synthase. Les 

cultures des souches BY4741 et ALD6 ont rapporté une incapacité de S. cerevisiae à pallier la diminution de la 

disponibilité d’acétyl-coA en l’absence de l’Ald6p. Toutefois, certaines observations tendent à montrer que la 

levure est capable de gérer son pool intracellulaire d’acétyl-coA par différents mécanismes. En effet, l’évolution 

de la vitesse spécifique de production d’acide acétique en fonction de celle de consommation de glucose présentait 

un profil particulier observé seulement pour ce métabolite (Figure 70). Celle-là a logiquement diminué lors de la 

première partie de la phase de croissance. Puis elle présentait un plateau lors de la deuxième partie, avant de 

chuter à nouveau lorsque la croissance devient nulle. Ce phénomène de plateau correspond à une excrétion plus 

importante d’acide dans le milieu de culture. Or les besoins anaboliques chutent en fin de phase de croissance. 

Confrontées à une augmentation du pool intracellulaire en acétyl-coA, les cellules excrèteraient alors une part 

plus importante de l’acide acétique formé afin de ne pas produire plus d’acétyl-coA que nécessaire. Ce mécanisme 

semblerait logique d’un point de vue énergétique et signalétique. La transformation d’une mole d’acétate en 

acétyl-coA nécessite en effet l’utilisation de l’équivalent de deux moles d’ATP, tandis que l’acétyl-coA est connu 

pour être effecteur de nombreuses réactions. 

Il faut cependant noter que si S. cerevisiae semble réduire sa production d’acétyl-coA, il n’en va pas de 

même pour la régénération du NADPH, liée à la synthèse de l’acide acétique. Cette différence pourrait 

s’expliquer par l’évolution des besoins anaboliques des levures. Pour des taux de croissance élevés, correspondant 

à des concentrations en éthanol relativement faibles, l’anabolisme permet principalement d’assurer la 

multiplication cellulaire, donc principalement la synthèse de protéines (environ 50 % de la biomasse). Ensuite, 

plus la culture avance et plus le taux de croissance diminue, alors que la concentration en éthanol augmente. Petit 

à petit, les besoins anaboliques nécessaires aux mécanismes de résistance au stress éthanol deviennent alors plus 

importants que ceux de la multiplication cellulaire. Or, ces mécanismes se traduisent principalement par la 

synthèse d’acides gras dirigés vers la membrane plasmique (Chandler et al., 2004). Chez les levures, la production 

d’un acide gras nécessite (n + 1) moles d’acétyl-coA pour 2n moles de NADPH, soit près de deux fois plus de 

cofacteur réduit que d’acétyl-coA. Pour des taux de croissance faibles, S. cerevisiae semble donc capable de 

réduire la synthèse de cette molécule par rapport à la régénération du pool de NADPH. Ce mécanisme lui 

permettrait ainsi d’assurer ses besoins en acides gras pour la résistance au stress éthanol, tout en gérant la 

concentration intracellulaire en acétyl-coA et le ratio NADP+ / NADPH afin d’assurer le bon fonctionnement de 

son métabolisme. 



Chapitre 7 – Discussion générale & Perspectives 

 

DOCUMENT CONFIDENTIEL (septembre 2013 – 2023) 226 

0 

0,1 

0,2 

0,3 

0,4 

0 

10 

20 

30 

40 

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 

µ
 (

h
-1

) 

q
A

c
é
ta

te
 (

m
g

 g
B

io
m

a
s

s
e
-1

 h
-1

) 

qGlucose (g gBiomasse
-1 h-1) 

WT-carnitine 

0 

0,1 

0,2 

0,3 

0,4 

0 

10 

20 

30 

40 

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 

µ
 (

h
-1

) 

q
A

c
é
ta

te
 (

m
g

 g
B

io
m

a
s

s
e
-1

 h
-1

) 

qGlucose (g gBiomasse
-1 h-1) 

WT 

0 

0,1 

0,2 

0,3 

0,4 

0 

10 

20 

30 

40 

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 

µ
 (

h
-1

) 

q
A

c
é
ta

te
 (

m
g

 g
B

io
m

a
s

s
e
-1

 h
-1

) 

qGlucose (g gBiomasse
-1 h-1) 

WT-oléate 

0 

0,1 

0,2 

0,3 

0,4 

0 

10 

20 

30 

40 

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 

µ
 (

h
-1

) 

q
A

c
é
ta

te
 (

m
g

 g
B

io
m

a
s

s
e
-1

 h
-1

) 

qGlucose (g gBiomasse
-1 h-1) 

WT-oléate / carnitine 

0 

0,1 

0,2 

0,3 

0,4 

0 

25 

50 

75 

100 

125 

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 

µ
 (

h
-1

) 

q
A

c
é
ta

te
 (

m
g

 g
B

io
m

a
s

s
e
-1

 h
-1

) 

qGlucose (g gBiomasse
-1 h-1) 

CIT2+ 

0 

0,1 

0,2 

0,3 

0 

3 

6 

9 

12 

15 

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 

µ
 (

h
-1

) 

q
A

c
é
ta

te
 (

m
g

 g
B

io
m

a
s

s
e
-1

 h
-1

) 

qGlucose (g gBiomasse
-1 h-1) 

BY4741 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 70 : Evolution de la (—) vitesse spécifique de production d’acide acétique et du () taux de croissance en fonction de la vitesse 
spécifique de consommation de glucose pour les différentes cultures. 

 

Le profil du rendement en acide acétique produit sur glucose consommé présentait également un profil 

particulier en fonction du taux de croissance (Figure 71). Chez les souches sauvages, ce rendement était stable 

lors de la première partie de la phase de croissance. Puis, la stabilisation de la vitesse spécifique de production 

d’acide acétique lors de la seconde partie s’est traduite par une augmentation importante du rendement en 

acétate. Un profil similaire a été observé chez la souche mutée pour le gène ALD6, bien que décalé. Le rendement 
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en acide acétique produit était en effet nul lors de la première partie. D’après ces résultats, il semble donc que 

l’isoforme majeur de l’acétaldéhyde déshydrogénase ne soit pas responsable de l’augmentation relative de la 

production d’acide acétique en fin de croissance, ce qui renforce l’hypothèse d’une flexibilité de la synthèse de 

l’acétyl-coA. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 71 : Evolution du rendement en acide acétique produit sur glucose consommé en fonction du taux de croissance 

chez les souches BY4741 (—) et ΔALD6 (). 

 

 De plus, un pic d’activité spécifique de la carnitine-acétyl transférase a été observé à la fin de la phase de 

croissance chez WT, correspondant au plateau de la vitesse spécifique de production d’acide acétique (Figure 72). 

Cette enzyme fait partie du système enzymatique du même nom, qui est un transporteur mitochondrial de 

l’acétyl-coA. Outre une augmentation de l’excrétion d’acide acétique, S. cerevisiae semble donc également 

chercher à métaboliser le surplus d’acide acétique formé par une voie alternative. Ce mécanisme permettrait ainsi  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 72 : Evolution de la vitesse spécifique de production d’acide acétique (lignes) et de 
l’activité spécifique de la carnitine-acétyl transférase (symboles), lors des cultures discontinues alimentées 

de WT en excès de glucose seul (— ; ) et en excès de glucose supplémentée en carnitine ( ; ). 

0 

50 

100 

150 

200 

0 

10 

20 

30 

40 

0 10 20 30 40 50 60 

A
c

ti
v

it
é

 s
p

é
c
if

iq
u

e
 C

A
T

 (
m

U
 m

g
-1

) 

q
A

c
é

ta
te

 (
m

g
 g

B
io

m
a
s

s
e

-1
 h

-1
) 

Temps (h) 

CROISSANCE 
PRODUCTION D'ETHANOL 

DECOUPLEE DE LA CROISSANCE 



Chapitre 7 – Discussion générale & Perspectives 

 

DOCUMENT CONFIDENTIEL (septembre 2013 – 2023) 228 

-9 

-6 

-3 

0 

3 

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 

q
A

c
c

u
m

u
la

ti
o

n
 A

ld
6
p

 (
m

U
 m

g
B

io
m

a
s

s
e

-1
 h

-1
) 

µ (h-1) 

aux cellules de limiter une excrétion pouvant être considérée comme un gaspillage de source de carbone. 

Cependant, aucune réduction de la production d’acide acétique n’a pu être mise en évidence en présence de 

carnitine, la molécule nécessaire pour rendre le système CAT fonctionnel. 

S. cerevisiae a également régulé la quantité d’autres enzymes impliquées dans le métabolisme de l’acide 

acétique. En effet, le calcul de la vitesse d’accumulation intracellulaire de l’Ald6p a révélé une valeur négative 

chez les souches sauvages (Figure 73). Non seulement les cellules ne synthétisent pas cette enzyme, mais la 

diminution de sa quantité est plus rapide que le simple mécanisme de dilution dû à la croissance cellulaire. Ce 

phénomène pourrait s’expliquer par une dénaturation de l’Ald6p qui ne serait pas remplacée, ou par une 

protéolyse ou une désactivation contrôlée de cette protéine. Ceci traduirait ainsi une adaptation de la capacité des 

cellules à synthétiser l’acide acétique et donc à fournir le NADPH et l’acétyl-coA. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 73 : Evolution de la vitesse d’accumulation intracellulaire en fonction du taux de croissance 
chez la souches BY4741. 

 

Toutefois, la seule adaptation du métabolisme microbien à l’évolution des besoins anaboliques en 

acétyl-coA et en NADPH ne permet pas d’expliquer toute la régulation de la synthèse d’acide acétique. En effet, 

le ratio des flux Acétyl-coA / NADPHtotal à max est variable selon les souches. Chez CEN.PK 113-7D, ce ratio a 

été augmenté par la surexpression du gène CIT2, de 0,13 à 0,37. En revanche, la suppression du gène ALD6 chez 

BY4741 a conduit à une diminution de ce ratio, de 0,22 à 0,15. En outre, une corrélation intéressante et 

inattendue a été rapportée chez ces quatre souches ainsi que lors de la culture en présence d’acide oléique. La 

production d’acide acétique semblait ainsi corrélée à la distribution de l’acide pyruvique entre la pyruvate 

déshydrogénase et la pyruvate carboxylase, soit les deux voies possible de transport de cette molécule vers la 

mitochondrie (Figure 74). Les mécanismes biologiques responsables de la production d’acide acétique semblent 

donc être plus complexes qu’une simple adaptation à l’anabolisme ou qu’un flux limitant en aval de l’acétyl-coA 

synthase. 
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Figure 74 : Répartition du pyruvate entre les flux de la pyruvate déshydrogénase (PDH) et de la pyruvate carboxylase (PYC) en fonction de 
la vitesse spécifique de production d’acide acétique et du rendement en acide acétique produit sur biomasse formée, 

chez les souches WT, CIT2+, BY4741, ALD6 et WT en présence d’acide oléique. 

 

 

Des facteurs très incertains contrôlant la synthèse des acides pyruvique et succinique  

Les mécanismes biologiques à l’origine de la production des acides pyruvique et succinique ont été très 

peu étudiés chez S. cerevisiae. En effet, cette levure produit de faibles quantités de ces métabolites 

comparativement aux autres coproduits. Les erreurs de mesures, bien que correctes en absolu, sont ainsi 

relativement élevées en relatif, rendant délicate l’observation d’une faible variation de la production de ces acides. 

En outre, un lien potentiel entre la production de ces métabolites et la balance redox serait difficile à mettre en 

évidence, puisque le poids de ces molécules dans la gestion de l’équilibre redox est négligeable par rapport à 

d’autres produits come le glycérol ou l’éthanol. Bien que des modulations de leur production aient pu être 

observées lors des expériences menées pour ces travaux de thèse, elles n’ont ainsi pas permis d’élucider la 

question de l’origine biologique de ces molécules. Toutefois, certaines observations d’intérêt ont apporté certains 

indices. 

 

Acide pyruvique 

D’après les travaux de Flikweert et al. (1996), la production d’acide pyruvique pourrait découler d’un 

flux glycolytique trop important. La cellule, incapable de métaboliser la totalité de l’acide produit, excrèterait 

donc le surplus. Toutefois, aucune corrélation n’a été mise en évidence entre la vitesse spécifique de production 

d’acide pyruvique et les flux intracellulaires estimés à différents niveaux de la glycolyse lors des différents travaux 

présentés ici. Par contre, cette vitesse semblerait fortement liée à la croissance des levures. En effet, la 

représentation graphique d’une vitesse en fonction de l’autre a rapporté une corrélation linéaire pour toutes les 

expériences, excepté la souche ALD6 (Figure 75). La production de cette molécule a été stoppée juste après la 
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fin de la phase de croissance, excepté en présence d’acide oléique : juste avant la fin de cette phase. Outre le 

« nœud du pyruvate » en fin de glycolyse, l’acide pyruvique est impliqué dans l’anabolisme et notamment la 

synthèse de certains acides aminés. Une origine potentielle de sa production serait donc à chercher à ce niveau. 

Néanmoins, ce métabolite peut être considéré comme substrat carboné (par exemple la leucine) aussi bien que 

comme produit (par exemple la méthionine) dans les voies de biosynthèses de ces acides aminés. La production 

accrue de cet acide observée chez les souches BY4741 et ALD6, hétérotrophes pour la leucine, la méthionine et 

l’histidine, ne peut donc pas s’expliquer simplement par ce lien avec l’anabolisme. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 75 : Evolution de la vitesse spécifique de production d’acide pyruvique en fonction du taux de croissance 
et de la vitesse spécifique de consommation de glucose lors des différentes cultures. 

 

Des travaux précédents portant sur la modulation de la synthèse de glycérol en anaérobiose ont rapporté 

une diminution du rendement en acide pyruvique sur glucose en parallèle d’une diminution du rendement en 

biomasse (Pagliardini, 2010). En aérobiose le même auteur n’a par ailleurs observé aucune modulation sensible de 

la production d’acide pyruvique ni de biomasse. 

Cet acide est ensuite nettement reconsommé lors de la phase de production d’éthanol découplée de la 

croissance. Un phénomène similaire mais brusque a également été rapporté suite à l’ajout d’éthanol en fin de 

culture (Doi et al., 1974). Or une induction des gènes PYC1 et PDX1, codant respectivement pour la pyruvate 

carboxylase et une sous-unité du complexe de la pyruvate déshydrogénase, a été observée lors d’un stress éthanol 

(Chandler et al., 2004). En parallèle, les gènes PDC1 et PDC5 ont été réprimés. Le phénomène de 

reconsommation de l’acide pyruvique pourrait donc avoir un lien avec l’établissement des mécanismes de 

résistance au stress éthanol chez S. cerevisiae. Le métabolisme mitochondrial est en effet une source importante de 

précurseurs métaboliques des protéines, ainsi que d’énergie en présence d’oxygène. La reconsommation de 

l’acide pyruvique via cette voie permettrait donc aux cellules de produire des protéines sans avoir à réoxyder le 

NADH associé à la synthèse de pyruvate à partir de glucose. 
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Acide succinique 

La place que tient l’acide succinique dans le métabolisme, au niveau du cycle des acides tricarboxyliques, 

complexifie la compréhension de sa production. Bien que cette voie métabolique soit généralement effectivement 

considérée comme un cycle, certains auteurs ont montré qu’elle pouvait fonctionner de manière branchée en 

anaérobiose (Camarasa et al., 2003). D’autres ont également avancé un tel fonctionnement sous métabolisme 

oxydo-réductif. Lors des expériences présentées ici, l’estimation des flux intracellulaires a effectivement rapporté 

un fonctionnement cyclique ou branché selon les cultures. Néanmoins, il est délicat de se baser uniquement sur 

ces observations pour essayer de comprendre les mécanismes conduisant à la production de cet acide. En effet, les 

flux au niveau de ce cycle sont particulièrement faibles comparativement à ceux de la glycolyse et du by-pass de la 

pyruvate déshydrogénase. Une légère erreur expérimentale peut ainsi mener à une estimation erronée de ces flux. 

Une analyse des cinétiques de culture a cependant rapporté une corrélation linéaire chez la souche 

sauvage sur glucose seul ou sur glucose plus acide oléique supplémenté ou non en carnitine (Figure 76). Cette 

observation est intéressante car la succinate déshydrogénase fait partie du complexe de la chaîne respiratoire. 

Toutefois si un lien direct existait, une diminution de la respiration devrait plutôt conduire à une accumulation de 

l’acide succinique par le ralentissement de l’activité de la succinate déshydrogénase, si l’on considère un 

fonctionnement cyclique du cycle des acides tricarboxyliques. En revanche dans l’hypothèse d’un fonctionnement 

branché, une diminution conjointe de ces vitesses pourrait traduire un besoin moindre des cellules en cofacteurs 

oxydés (FAD et NAD+) suite à une réduction de l’activité anabolique. Comme déjà proposé par Camarasa et al. 

(2003) en anaérobiose, la synthèse d’acide succinique permettrait ainsi de réoxyder du pouvoir réducteur. Ceci a 

été conforté par les travaux de Pagliardini (2010), qui ont rapporté une augmentation de la production d’acide 

succinique chez des souches génétiquement modifiées produisant moins d’alcool. 

  

 

 

 

 

 

 

Figure 76 : Evolution de la vitesse spécifique de production d’acide succinique en fonction de la vitesse spécifique de consommation 
d’oxygène chez la souche WT, cultivée sur glucose seul, glucose plus acide oléique et glucose plus acide oléique supplémenté en carnitine. 
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Conclusions & Perspectives 

 

 

Les différentes expériences menées lors de ces travaux de thèse ont donné lieu à une modulation de la 

synthèse des acides organiques et plus particulièrement de l’acide acétique chez Saccharomyces cerevisiae. Les 

stratégies mises en place ont ainsi permis d’apporter des éléments de réponse aux problématiques scientifiques 

posées suite à l’analyse de l’état de l’Art. En résumé de la discussion générale, les principales informations 

dégagées suite à cette étude sont les suivantes : 

 

 Lors de cultures aérobies discontinues alimentées en excès de glucose, il est possible de moduler la 

synthèse des acides organiques par des stratégies variées mettant en œuvre des approches 

microbiologique aussi bien que génétique. 

 Aucun effet inhibiteur de l’acide acétique endogène sur le métabolisme microbien n’a pu être mis en 

évidence lors de la production d’éthanol en métabolisme oxydo-réductif. Cet effet est donc inexistant 

ou particulièrement négligeable devant le stress éthanol. 

 La modulation de la synthèse d’acide acétique ne semble pas être une stratégie envisageable pour 

l’amélioration des capacités de production d’éthanol de Saccharomyces cerevisiae. Toutefois, le titre en 

éthanol est corrélé à la concentration en acide acétique. 

 

 L’isoforme 6 de l’acétaldéhyde déshydrogénase présente un rôle biologique différent selon la 

disponibilité en oxygène. Cette enzyme est essentielle pour assurer la croissance cellulaire ainsi que les 

mécanismes de résistance au stress éthanol, alors qu’il est dispensable en anaérobiose d’après la 

littérature. Plus largement, l’interrelation entre les différents isoformes ne paraît pas aussi flexible 

qu’en anaérobiose. 

 Saccharomyces cerevisiae semble présenter un métabolisme flexible en réponse à une modulation de la 

synthèse d’acide acétique. La voie des pentose-phosphates serait ainsi capable de prendre le relais de 

l’Ald6p pour régénérer le NADPH cytosolique, bien que le flux de carbone à travers ce cycle semble 

dépendant du ratio NADP+ / NADPH. En outre, la cellule paraît capable de réguler la synthèse de 

l’acétyl-coA à partir d’acide acétique en réaction à une évolution des besoins anabolique lors de la fin 

de la phase de croissance. Toutefois, elle serait incapable de pallier le manque d’acétyl-coA suite à la 

suppression du gène ALD6. 
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 Une corrélation entre le taux de croissance et la vitesse spécifique de production d’acide pyruvique a pu 

être très clairement identifiée dans l’ensemble des cultures, sauf pour la souche ALD6. Par contre, 

aucun résultat n’a corroboré l’hypothèse d’un flux glycolytique trop important à l’origine de 

l’excrétion de cet acide. 

Dans l’objectif de saisir plus précisément les mécanismes biologiques commandant la synthèse des acides 

organiques ainsi que d’approfondir la compréhension des phénomènes de flexibilité du métabolisme, il serait 

intéressant de compléter ces travaux de thèse. 

La suppression du gène ALD6 a montré une flexibilité différente de l’interrelation des différents 

isoformes de l’acétaldéhyde déshydrogénase entre les métabolismes aérobie et anaérobie. La suppression des 

gènes codant pour les autres isoformes, basée sur la stratégie développée lors des travaux de Saint-Prix et al. 

(2004), permettrait ainsi de mieux appréhender cette flexibilité ainsi que le rôle métabolique de chaque isoforme 

en aérobiose. 

Cette suppression du gène ALD6 a en outre conduit à une limitation de l’apport en acétyl-coA et en 

NADPH. Saccharomyces cerevisiae a alors adapté son métabolisme afin d’augmenter la concentration intracellulaire 

en G6PDH, mais le flux à travers le cycle des pentose-phosphates a été indirectement limité par le manque 

d’acétyl-coA. L’insertion d’une réaction permettant d’approvisionner cette cellule en acétyl-coA cytosolique 

pourrait lever la limitation de la voie des pentose-phosphates et ainsi confirmer la flexibilité de cette voie en 

l’absence de l’Ald6p. Un apport plus conséquent d’acétyl-coA devrait également permettre aux levures 

d’améliorer leur résistance au stress éthanol. Le gène mhpF code pour une acétaldéhyde déshydrogénase NAD+ 

dépendante chez Escherichia coli. Il serait un bon candidat pour développer cette stratégie, puisqu’il permet de 

transformer l’acétaldéhyde directement en acétyl-coA et a déjà été inséré avec succès chez Saccharomyces cerevisiae 

(Guadalupe Medina et al., 2010). Toutefois, une activité trop importante de cette enzyme pourrait mener à une 

accumulation intracellulaire d’acétyl-coA, connu pour être un effecteur de nombreuses voies métaboliques, ainsi 

qu’à une diminution du ratio NAD+ / NADH, entraînant probablement une augmentation de la production de 

glycérol et donc une perte du rendement en éthanol. L’expression de ce gène devrait ainsi être finement régulée 

afin de limiter ces phénomènes. L’adaptation de la stratégie développée par Pagliardini (2010), consistant à 

utiliser une banque de promoteur TEF mutés, pourrait permettre de gérer l’expression du gène mhpF en ce sens. 

Des expériences exploratoires ont été menées en flacons agités afin d’estimer l’impact de plusieurs 

stratégies développées dans ce manuscrit lors de cultures anaérobies (CIT2+, carnitine, acide oléique). Les 

résultats (non présentés) ont montré des comportements sensiblement différents avec ceux présentés dans ce 

manuscrit. Toutefois, l’environnement physico-chimique n’était pas maîtrisé. La répétition de ces expériences en 

bioréacteur permettrait ainsi de valider ou d’infirmer ces observations. 

La surexpression du gène CIT2 n’a pas conduit aux résultats attendus, notamment une diminution de la 

production d’acide acétique. Ce gène est une cible caractéristique du mécanisme de régulation rétrograde RTG2, 
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qui induit en autre les gènes du métabolisme mitochondrial. Des travaux ont en outre rapporté une diminution de 

la production d’acide acétique suite à la surexpression du gène RTG2 (Yoshida & Yokoyama, 2012). Une 

surexpression de ce gène plutôt que de CIT2 pourrait ainsi mener à une levée partielle de l’effet Crabtree. Cette 

stratégie s’ajouterait alors à celles de la délétion de MIG1 et MIG2, de la surexpression de HAP4, de l’expression 

d’une oxydase hétérologue et de l’ajout d’acide oléique. 

La mise en place de stratégies permettant de comprendre les mécanismes menant à la production des 

acides pyruvique et succinique en condition de production aérobie d’éthanol est en revanche plus complexe. 

Toutefois, le marquage du glucose au 13C pourrait donner des informations intéressantes. Ceci permettrait par 

exemple de savoir si le pyruvate provient du métabolisme principal, de la synthèse des acides aminés ou des deux 

à la fois ; et dans ce cas dans quelle proportion. La voie utilisée (oxydative ou réductive) par Saccharomyces cerevisiae 

pour synthétiser l’acide succinique pourrait également être déterminée de cette manière. Il faut noter que cette 

stratégie a déjà été utilisée avec succès pour comprendre la production d’acide succinique en anaérobiose en 

conditions œnologiques (Camarasa et al., 2003). 
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Annexe 

Réseau métabolique du modèle utilisé pour 
l’estimation des flux intracellulaires 
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glc + atp = glcp + adp 
glcp = frup 
frup + atp = gap + dhap + adp 
dhap = gap 
gap + nad + adp + p=pg + atp + nadh + h 
pg = pep + eau 
pep + adp = pyr + atp 
 
pyr = acd + co 
acd + nadh + h = etoh + nad 
 
%Réaction cytosolique de transformation de l’acétaldéhyde en acétate (modèle principal) 

acd + nadp + eau = acetat + nadph + h 

%Réaction cytosolique de transformation de l’acétaldéhyde en acétate (spécifique au modèle ∆ALD6) 

acd + nad + eau = acetat + nadh + h 

 
dhap + nadh + h = g3p + nad 
g3p + eau = glyc + p 
 
2 * atp + eau + acetat + coa = 2 * adp + 2 * p + accoa 
 
glcp + 2 * nadp + eau = ribup + 2 * nadph + 2 * h + co 
ribup = xylup 
ribup = ribop 
ribop + xylup = eryp + frup 
eryp + xylup = gap + frup 
 
 
akg + nh + nadph = glut + eau + nadp 
 
glut + atp + nh = glum + adp + p + h 
pyr + glut = ala + akg 
oac + glut = asp + akg 
asp + glum + 2 * atp + 2 * eau = asn + glut + 2 * p + 2 * adp  
ser + so + 3 * atp + 4 * nadph + 6 * h + accoa= cys + eau + 3 * adp + 3 * p + 4 * nadp + acetat + coa  
ser + nadp + nad + adp + p = gly + co + nadph + nadh + atp + 2 * h 
thr + pyr + glut + nadph + 2 * h = ileu + akg + co + eau + nh + nadp 
2 * glut + accoa  + 2 * nad + 2 * nadph = lys + akg + coa + co + 2 * nadh + 2 * nadp 
asp + accoa + so + co + 5 * atp + 8 * nadph + nadh + 11 * h = met + acetat + coa + 2 * eau + 5 * adp + 5 * p + 8 * nadp 
+ nad 
cho + glut = phe + akg + co + eau 
pg + glut + eau + nad = ser + akg + p + nadh + h 
asp + eau + 2 * atp + nadph + nadh + 2 * h = thr + 2 * adp + 2 * p + nadp + nad 
cho + glut + nad = tyr + akg + co + nadh + h 
cho + glum + ser + prpp = try + pyr + glut + gap + co + 2 * p + eau 
prpp + glum + co + nh + 3 * eau + 3 * atp + nad = his + akg + 3 * adp + 6 * p + nadh + 2 * h 
 
ribop+ 2 * atp = prpp + 2 * adp 
eryp + 2 * pep + nadph + atp + h = cho + nadp + adp + 4 * p 
co + glum + 2 * eau + 2 * atp = carp + glut + 2 * adp + p 
prpp + 2 * glum + gly + asp + 3 * co + 2 * eau + 6 * atp + 2 * nadh  + 2 * h= imp + 2 * glut + fum + 6 * adp + 8 * p + 
2 * nad 
imp + asp + gtp + atp = 2 * adp + fum + gdp + p 
imp + glum + 3 * eau + 3 * atp + nad = gdp + glut + 3 * adp + 2 * p + nadh + h 
 
atp + nadph + h = datp + eau + nadp 
gdp + atp + nadph + h = dgtp + adp + eau + nadp 
carp + asp + prpp + 1/2 * o + atp = udp + co + eau + adp + 3 * p 
udp + atp = utp + adp 
utp + atp + nh = ctp + adp + p + h 
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ctp + nadph + h =dctp + eau + nadp 
udp + co + 4 * atp + 3 * nadph + nadh + 4 * h = dttp + 4 * adp + 3 * p + 3 * nadp + nad 
glcp + utp + eau = udpg + 2 * p 
udpg + glcp + eau = tre + udp + p 
frup + gdp = gdpmannose + p 
frup + glum + accoa + eau + utp = udpacetylglucosamine + glut + coa + 2 * p 
 
8 * accoa + 14 * nadph + 7 * atp + eau + 14 * h=palmitate + 8  * coa + 14 * nadp + 7  * adp + 7 * p 
9 * accoa + 16 * nadph + 8 * atp + eau + 16 * h=stearate + 9  * coa + 16 * nadp + 8  * adp + 8 * p 
18 * accoa + 11 * eau + 14 * nadph + 18 * atp + o + 14 * h= lanosterol + 18 * coa + 14 * nadp + 18 * adp + 18 * p + 6 * 
co 
lanosterol + 3 * o + 3 * nad = zymosterol + 3 * co + 3 * nadh + 3 * h 
lanosterol + 2 * o + 2 * nad = fecosterol + 2 *co + 2 *nadh + 2 * h 
fecosterol = episterol 
episterol + nadp = ergosterol + nadph + h 
pextra + 2 * hextra=p + 2 * h 
nhextra + hextra=nh + h 
soextra + 3 * hextra=so + 3 * h 
atp + eau=adp + p 
h=hextra 
 
pyr + atp + co + eau = oac + adp + p 
 
%echanges mitochondrie/cytoplasme : 
 
glut=glutmi 
argmi = arg 
leumi = leu 
promi = pro 
valmi = val 
carp=carpmi 
asp=aspmi 
oac = oacmi 
 

%Réaction de transport de l’-cétoglutarate (modèle principal) 

akg = akgmi 

%Réaction de transport de l’-cétoglutarate couplé au citrate (spécifique au modèle CIT2+) 

akgmi + cit = akg + citmi 

pyr = pyrmi 
sucmi = suc 
fum=fummi 
 
%Réaction de transport du citrate (modèle principal) 

citmi = cit 

%Réaction de formation cytosolique de citrate (spécifique au modèle CIT2+) 

oac + accoa + eau = cit + coa 

 
acdmi + nadhmi + hmi = etohmi + nadmi 
acd=acdmi 
acetatmi=acetat 
comi = co 
eaumi = eau 
atpmi = atp 
adpmi = adp 
pmi= p 
o=omi 
gtpmi = gtp 
gdp = gdpmi 
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%métabolisme mitochondrial : 
 
pyrmi + coami + nadmi = accoami + comi + nadhmi + hmi 
accoami + oacmi + eaumi = citmi + coami 
acdmi + nadpmi + eaumi = acetatmi + nadphmi + hmi 
 
citmi + nadmi = akgmi + nadhmi + hmi + comi 
akgmi + coami + nadmi = succoami + comi + nadhmi + hmi 
succoami + gdpmi + pmi = sucmi + gtpmi + coami 
sucmi + fadmi = fummi + fadhmi 
fummi + eaumi = malmi 
malmi + nadmi = oacmi + nadhmi + hmi 
 
gdpmi + atpmi = gtpmi + adpmi 
 
2 * glutmi + carpmi + aspmi +  eaumi + 3 * atpmi + nadphmi  + hmi = argmi + fummi + akgmi + 3 * adpmi + nadpmi + 
4 * pmi 
2 * pyrmi + glutmi + accoami + nadmi + nadphmi = leumi + akgmi + coami + 2 * comi + nadhmi + nadpmi 
glutmi + atpmi + nadhmi + nadphmi + 2 * hmi = promi + eaumi + adpmi + pmi + nadpmi + nadmi 
2 * pyrmi + glutmi + nadphmi + hmi = valmi + akgmi + comi + eaumi + nadpmi 
 
nadhmi + 1/2 * omi + PO * adpmi + PO * pmi + hmi = PO * atpmi + nadmi + ( 1 + PO ) * eaumi 
fadhmi + 1/2 * omi + PO * adpmi + PO * pmi = PO * atpmi + fadmi + ( 1 + PO ) * eaumi 
 
%synthèse des macromolécules : 
 
coeffglut * glut + coeffglum * glum + coeffpro * pro + coeffarg * arg + coefflys * lys + coeffser * ser + coeffgly * gly + 
coeffcys * cys + coeffasp * asp + coeffasn * asn + coeffthr * thr + coeffmet * met + coeffileu * ileu + coeffala * ala + 
coeffval * val + coeffleu * leu + coeffphe * phe + coefftyr * tyr + coefftry * try + coeffhis * his + (2 *coeffglut  +2 * 
coeffglum + 2 *coeffpro + 2 *coeffarg + 2 *coefflys + 2 *coeffser +2 * coeffgly + 2 *coeffcys + 2 *coeffasp + 2 *coeffasn 
+ 2 *coeffthr + 2 *coeffmet + 2 *coeffileu + 2 *coeffala + 2 *coeffval + 2 *coeffleu + 2 *coeffphe + 2 *coefftyr + 2 
*coefftry + 2 *coeffhis + n + 2 * nb) * atp + (2 * coeffglut  + 2 * coeffglum + 2 * coeffpro + 2 * coeffarg + 2 * coefflys + 
2 * coeffser + 2 * coeffgly + 2 * coeffcys + 2 * coeffasp + 2 * coeffasn + 2 * coeffthr + 2 * coeffmet + 2 * coeffileu + 2 * 
coeffala + 2 * coeffval + 2 * coeffleu + 2 * coeffphe + 2 * coefftyr + 2 * coefftry + 2 * coeffhis + 3 * nb)* gtp + (4 
*coeffglut  + 4 * coeffglum + 4 *coeffpro + 4 *coeffarg + 4 *coefflys + 4 *coeffser + 4 * coeffgly + 4 *coeffcys + 4 
*coeffasp + 4 *coeffasn + 4 *coeffthr + 4 *coeffmet + 4 *coeffileu + 4 *coeffala + 4 *coeffval + 4 *coeffleu + 4 *coeffphe 
+ 4 *coefftyr + 4 *coefftry + 4 *coeffhis + n + 5 * nb)* eau=protein + (2 * coeffglut  + 2 * coeffglum + 2 * coeffpro + 2 
* coeffarg + 2 * coefflys + 2 * coeffser + 2 * coeffgly + 2 * coeffcys + 2 * coeffasp + 2 * coeffasn + 2 * coeffthr + 2 * 
coeffmet + 2 * coeffileu + 2 * coeffala + 2 * coeffval + 2 * coeffleu + 2 * coeffphe + 2 * coefftyr + 2 * coefftry + 2 * 
coeffhis + n + 2 * nb) *  adp + (2 * coeffglut  + 2 * coeffglum + 2 * coeffpro + 2 * coeffarg + 2 * coefflys + 2 * coeffser + 
2 * coeffgly + 2 * coeffcys + 2 * coeffasp + 2 * coeffasn + 2 * coeffthr + 2 * coeffmet + 2 * coeffileu + 2 * coeffala + 2 * 
coeffval + 2 * coeffleu + 2 * coeffphe + 2 * coefftyr + 2 * coefftry + 2 * coeffhis + 3 * nb ) * gdp + (4 *coeffglut  + 4 * 
coeffglum + 4 *coeffpro + 4 *coeffarg + 4 *coefflys + 4 *coeffser + 4 * coeffgly + 4 *coeffcys + 4 *coeffasp + 4 *coeffasn 
+ 4 *coeffthr + 4 *coeffmet + 4 *coeffileu + 4 *coeffala + 4 *coeffval + 4 *coeffleu + 4 *coeffphe + 4 *coefftyr + 4 
*coefftry + 4 *coeffhis + n + 5 * nb)* p + (4 *coeffglut  + 4 * coeffglum + 4 *coeffpro + 4 *coeffarg + 4 *coefflys + 4 
*coeffser + 4 * coeffgly + 4 *coeffcys + 4 *coeffasp + 4 *coeffasn + 4 *coeffthr + 4 *coeffmet + 4 *coeffileu + 4 *coeffala 
+ 4 *coeffval + 4 *coeffleu + 4 *coeffphe + 4 *coefftyr + 4 *coefftry + 4 *coeffhis + n + 5 * nb)* h 
coeffatp * atp + coeffgtp * gtp + coeffutp * utp + coeffctp * ctp + (coeffatp + coeffgtp + coeffutp + coeffctp) * eau=rna + 
(2*coeffatp + 2*coeffgtp + 2*coeffutp + 2*coeffctp) * p 
coeffdatp * datp + coeffdgtp * dgtp + coeffdctp * dctp + coeffdttp * dttp + (coeffdatp + coeffdgtp + coeffdctp + coeffdttp) 
* eau=dna + (2*coeffdatp + 2*coeffdgtp + 2*coeffdctp + 2*coeffdttp) * p 
(coeffpalpa /2+ coeffstepa / 2) * g3p + coeffpalpa *palmitate + coeffstepa * stearate = phosphatidate + (coeffpalpa + 
coeffstepa) * eau 
(coeffpalpi /2+ coeffstepi / 2) * glcp + (coeffpalpi /2+ coeffstepi / 2) * g3p + coeffpalpi * palmitate + coeffstepi * stearate 
+ (coeffpalpi + coeffstepi) * atp = phosphatidylinositol + (coeffpalpi + coeffstepi) * adp + (coeffpalpi * 3/2+ coeffstepi * 
3/ 2) * p 
(coeffpalps /2+ coeffsteps / 2) * ser + (coeffpalps /2+ coeffsteps / 2) * g3p + coeffpalps * palmitate + coeffsteps * stearate 
+ (coeffpalps + coeffsteps ) * atp =phosphatidylserine + (coeffpalps + coeffsteps ) * adp + (coeffpalps + coeffsteps) * p + 
(coeffpalps / 2 + coeffsteps / 2) * eau 
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(coeffpalpc/2 + coeffstepc / 2) * ser + (coeffpalpc /2+ coeffstepc / 2) * g3p + coeffpalpc * palmitate + coeffstepc * 
stearate + (coeffpalpc * 5/2 + coeffstepc * 5/2) * atp + (3*coeffpalpc + coeffstepc * 3) * nadph + (coeffpalpc *3/2+ 
coeffstepc * 3 / 2) * nadh + (coeffpalpc *6+ coeffstepc * 6) * h+ (coeffpalpc + coeffstepc) * co = phosphatidylcholine + 
(coeffpalpc * 5/2 + coeffstepc * 5/2) * adp + (coeffpalpc*5/2 + coeffstepc * 5 / 2) * p + (3*coeffpalpc + coeffstepc * 3) * 
nadp + (coeffpalpc *3/2+ coeffstepc * 3 / 2) * nad +  (2*coeffpalpc + coeffstepc * 2) * eau  
(coeffpaldpg + coeffstedpg) * g3p + coeffpaldpg * palmitate + coeffstedpg *stearate + (coeffpaldpg + coeffstedpg) * atp = 
diphosphatidylglycerol + (coeffpaldpg / 4 + coeffstedpg / 4) * glyc + (coeffpaldpg + coeffstedpg) * adp + (coeffpaldpg 
*6/4+ coeffstedpg * 6 / 4) * p  
(coeffpalpe /2+ coeffstepe / 2) * ser + (coeffpalpe /2+ coeffstepe / 2) * g3p + coeffpalpe * palmitate + coeffstepe * 
stearate + (coeffpalpe + coeffstepe ) * atp = phosphatidylethanolamine + (coeffpalpe / 2 + coeffstepe / 2) * co + 
(coeffpalpe + coeffstepe ) * adp + (coeffpalpe + coeffstepe) * p + (coeffpalpe / 2 + coeffstepe / 2) * eau 
coeffpa * phosphatidate + coeffpe * phosphatidylethanolamine + coeffps * phosphatidylserine + coeffpi * 
phosphatidylinositol + coeffdpg * diphosphatidylglycerol + coeffpc * phosphatidylcholine=phospholipids 
(coeffpaltag /3+ coeffstetag / 3) * g3p + coeffpaltag * palmitate + coeffstetag * stearate =tag + (2 * coeffpaltag / 3 + 2 * 
coeffstetag / 3) * eau + (coeffpaltag/3 + coeffstetag/3) * p 
coeffpalla * palmitate + coeffstela * stearate + (coeffpalla + coeffstela) * lanosterol + (coeffpalla + coeffstela) * atp = 
lanosterolester + (coeffpalla + coeffstela) * adp + (coeffpalla + coeffstela) * p 
coeffpalzy * palmitate + coeffstezy * stearate + (coeffpalzy + coeffstezy) * zymosterol + (coeffpalzy + coeffstezy) * atp = 
zymosterolester + (coeffpalzy + coeffstezy) * adp + (coeffpalzy + coeffstezy) * p 
coeffpalfe * palmitate + coeffstefe * stearate + (coeffpalfe + coeffstefe) * fecosterol + (coeffpalfe + coeffstefe) * atp = 
fecosterolester + (coeffpalfe + coeffstefe) * adp + (coeffpalfe + coeffstefe) * p 
coeffpalep * palmitate + coeffsteep * stearate + (coeffpalep + coeffsteep) * episterol + (coeffpalep + coeffsteep) * atp = 
episterolester + (coeffpalep + coeffsteep) * adp + (coeffpalep + coeffsteep) * p 
coeffpaler * palmitate + coeffsteer * stearate + (coeffpaler + coeffsteer) * ergosterol + (coeffpaler + coeffsteer) * atp = 
ergosterolester + (coeffpaler + coeffsteer) * adp + (coeffpaler + coeffsteer) * p 
coefflae * lanosterolester + coeffzye * zymosterolester + coefffee * fecosterolester + coeffepe * episterolester + coeffere * 
ergosterolester = se 
 
coefftag * tag + coeffpl * phospholipids + coeffse * se = lipids 
 (1 / 162) * udpg=(1/ 162) * udp + glycogen 
(1 / 162) * udpg=(1/ 162) * udp + glucan 
(1 / 203) * udpacetylglucosamine=(1/ 203) * udp + chitin 
(1 / 162) * gdpmannose=(1/ 162) * gdp + mannan 
coeffglycogen * glycogen + coeffchitin * chitin + coeffglucan * glucan + coeffmannan * mannan + (coefftre / 342) * 
tre=polysacch 
 
%synthèse de la biomasse : 
qttlipids * lipids + qttpolysacch * polysacch + qttrna * rna + qttprotein * protein + qttdna * dna =bio 
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 ABC : ATP binding cassette 

 Acide-H : désigne la forme protonée d’un acide 

 Acide- : désigne la forme dissociée d’un acide 

 ACS : acétyl-coA synthase 

 ADH : alcool déshydrogénase 

 ADP : adénosine diphosphate 

 ALD : acétaldéhyde déshydrogénase 

 AMP : adénosine monophosphate 

 ATP : adénosine triphosphate 

 CAT : carnitine-acétyl transférase 

 coA : coenzyme A 

 D : taux de dilution 

 DC : taux de dilution critique 

 DHAP : dihydroxyacétone phosphate 

 DRO : dérivés réactifs de l’oxygène 

 FADH2 : forme réduite de la flavine adénine dinucléotide 

 FAD : forme oxydée de la flavine adénine dinucléotide 

 GAAC : general amino acids control pathway 

 G6PDH : glucose-6-P déshydrogénase 

 MFS : major facilitator superfamily 

 NADH : forme réduite du nicotinamide adénine dinucléotide 

 NAD+ : forme oxydée du nicotinamide adénine dinucléotide 

 NADPH : forme réduite du nicotinamide adénine dinucléotide phosphate 

 NADP+ : forme oxydée du nicotinamide adénine dinucléotide phosphate 

 PDC : pyruvate décarboxylase 

 PDH : pyruvate déshydrogénase 
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 pH : potentiel hydrogène 

 pHi : potentiel hydrogène intracellulaire 

 pHe : potentiel hydrogène extracellulaire 

 Pi : phosphate inorganique 

 PPP : voie des pentose-phosphates 

 PYC : pyruvate carboxylase 

 P/O : rapport d’ATP formé sur oxygène consommé 

 qA : vitesse spécifique nette de production ou de consommation d’un composé A 

 QR : quotient respiratoire 

 rA : vitesse volumique nette de production ou de consommation d’un composé A 

 rho- : cellules présentant une mitochondrie déficiente 

 SDH : succinate deshydrogénase 

 TOR : target of rapamycin pathway 

 YA/B : rendement de composé A sur composé B 

 Yatp : rendement en biomasse produite sur ATP formé 

  : taux de croissance cellulaire 
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