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Résumeé —Saprochaete suaveolens est une levure non conventionnelle (LNC) appréciable pour sa haute productivité en composés
organiques volatils (COVs), tant d’un point de vue quantitatif que qualitatif. Cette souche est notamment trés intéressante
pour sa production d’esters a-insaturés rarement retrouvés dans le bouquet aromatique des souches levuriennes. Le
métabolisme de cette souche peut ainsi étre considéré comme un modéle treés prometteur pour la production de COVs par
les levures. Cette étude visait donc a /’optimisation de la production de COVs par la S. suaveolens par une méthode de
mutagenése aléatoire. Ainsi, aprés avoir mis au point une méthode de mutagenése UV adaptée a la souche de S.
suaveolens, une méthode rapide de sélection des mutants d’intéréts a été élaborée. Cette méthode a permis de sélectionner
9 souches mutantes parmi plus de 15 000 clones irradiés. Les analyses de COVs produits par ces 9 souches ont mis en
exergue un mutant produisant 8 fois plus de COVs que la souche sauvage de S. suaveolens. Les analyses biochimiques ont
montré que cette surproduction résultait de la perte d’activité de 1’Enoyl-CoA hydratase et d’une augmentation de
lactivité de I’acyl-CoA hydrolase chez le mutant.
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1 Introduction

Le laboratoire ChemBioPro s’intéresse depuis une
dizaine d’années a la production de composés d’arbmes
(composés organiques volatils, COVs) par les levures non
conventionnelles (levures non-Saccharomyces). Dans ce
cadre, un premier projet de recherche portant sur
I’exploration des levures endémiques et indigénes de la
Réunion et de Madagascar a produire des COVs a été
réalisé’. En accord avec les résultats d’autres équipe de
recherche?®, ce travail a mis en exergue la place
particulierement intéressante de la levure Saprochaete
suaveolens et des espéces qui lui sont apparentées pour la
production de COVs a partir des acides aminés ®7.

Plus particuliérement, il a montré que S. suaveolens
produit de nombreux COVs sous forme d’esters dont des
esters a-insaturés qui sont des familles chimiques trés
appréciés en aromatisation mais peu produit de facon
naturelle. De plus, ce type d’esters est rarement retrouvé
dans le bouquet aromatique des levures. L’étude du
métabolisme aromatique de S. suaveolens a montré que la
production de ces esters a-insaturés proviennent de la
transformation des acides aminés branchés (BCAAs) via
deux voies métaboliques : la voie d’Ehrlich (EP) et la voie
de la p-oxydation (BOP) des BCAAsE. Néanmoins, la
seconde voie permet également a S. suaveolens de se
développer sur des milieux ne comportant que des
BCAAs comme source de carbone (phénotype ILV*)?,
diminuant ainsi le rendement de production en esters a
partir des acides aminés.

Dans la continuité de ces travaux, nous nous sommes
proposés d’optimiser la production de COVs par la
souche de S. suaveolens par une méthode de mutagenése
aléatoire. Cet article fait état des principaux résultats
obtenus.

2 Matériels et méthodes

2.1 Matériels biologiques

Une souche sauvage de Saccharomyces cerevisiae
CEN.PK 112-2N° et une souche de Saprochaete
suaveolens isolée du fruit du pitaya a La Réunion
(France)® ont été utilisées dans cette étude.

2.2 Mutagenese UV et sélection des mutants ILV-

La mutagenése par irradiations aux rayons ultraviolets
(UV, 254 nm, 180s) de la souche S. suaveolens a été
réalisée selon la méthode introduite par Winston en
2008, 15393 clones de S. suaveolens ont ainsi été
isolés. Une pré-sélection des souches ILV- a été réalisée
par la méthode de réplication sur velours stériles des
boites de Pétri. La confirmation du phénotype ILV- a
ensuite été réalisée par un test de croissance en goutte
classique. 9 mutants ILV- (mutants M2 a M9) ont ainsi été

isolés.

2.3 Analyses semi-quantitative des COVs produits par
S. suaveolens et les 9 mutants ILV"

Les COVs produits par les différentes souches ont été
extraits par micro-extraction en phase solide (SPME) et
analysés a I’aide d’un chromatographe gazeux couplé a un
spectrometre de masse comme détecteur (CG-SM).
L’identification de tous les COVs a été réalisée par
comparaison de leur spectre de masse et de leurs indices
de rétention linéaire expérimentaux (colonnes DB-5) avec
ceux proposes par la base de données « NIST database ».

2.4 Mesures des activités enzymatiques

Les levures ont été cultivées dans 50 mL YNB-Glu ou
YNB-Glu-lle pendant 24 h a 30°C. Ensuite, 1’équivalent
de 100 UDOQgqo de culture a été utilisé pour la préparation
des extraits bruts. Les extraits obtenus ont ensuite été
purifiés sur colonne Amicon selon le protocole proposé
par le constructeur. Les mesures d’activité des enzymes
BCKAD (branched chain ketoacid dehydrogenase), ECH
(enoyl-CoA hydratase), DC (decarboxylase), ADH
(alcohol dehydrogenase), AIDH (aldehyde
dehydrogenase), ACyD (acyl-CoA dehydrogenase) , AAT
(alcohol acyltransferase) et ACyH (acyl-CoA hydrolase)
ont été réalisés selon des protocoles décrits dans la
littérature!t128,

3 Résultats et Discussion

3.1 Analyse multivariée de la souche sauvage de S.
suaveolens et des 9 mutants ILV".

Les mutants M9 et M10 présentaient respectivement des
niveaux de production totale en COVs 1.8 et 8 fois plus
grand que la souche sauvage (FIGURE 1). De plus, une
analyse par composante principale a permis d’identifier 4
groupes de souches et de distinguer clairement les
mutants M9 et M10 entre eux et des autres souches. Ces
résultats ont ainsi montré le succes de la mutagenese UV
puisque le profil aromatique de la souche M10 et, dans
une moindre proportion de la souche M9, se sont avérés
étre clairement distincts de la souche sauvage.
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FIGURE 1 — COVs totaux produits par la souche sauvage de S.
suaveolens (WT) et les 9 mutants ILV-

3.2Comparaison des COVs produits par la souche
sauvage et le mutant M10.



Les COVs produits par la souche sauvage et la souche

M10 étaient majoritairement des esters pouvant étre
regroupés en trois catégories selon leur origine
métabolique. Le premier groupe comportait les esters
issus de la voie classique d’Ehrlich (EP). Le second
groupe était constitué d’esters dérivant de 1’acyl-CoA de
la B-oxydation (BOP). Enfin, le dernier groupe d’esters,
propre aux espéces du genre Saprochaete, comprenait
tous les esters a-insaturés dérivant de 1’énoyl-CoA de la
BOP.
La FIGURE 2 illustre la capacitt du mutant M10 a
produire les esters de ces trois catégories dans des
proportions significativement supérieures a la souche
sauvage (WT). Plus particulierement, cette figure montre
une production en esters dérivant de 1’énoyl-CoA 10 fois
supérieure a celle de la souche sauvage pour le mutant
M10, ce qui signifie que la mutagenese UV a permis
d’augmenter la production d’esters a-insaturés.

Les activités enzymatiques des enzymes mesurées chez

la souche sauvage et le mutant M10 ont montré que I’effet
le plus important de la mutagenése UV était obtenu pour
I’ECH et ’ACyH. En effet, I’activité de ’ECH, présente
chez la souche sauvage, était indétectable pour le mutant
M10 alors que P’activit¢ de I’ACyH, qui catalyse une
réaction en amont de I’ECH, était deux fois supérieurs a
celle observée pour la souche sauvage.
A contrario, les activités de I’ACyD et de la BCKAD ne
montraient pas de différence significative entre la souche
mutante et la souche sauvage. Enfin, ’activité globale des
estérases (AAT) était similaire pour les deux souches.

Ainsi, ’augmentation de la production de COV chez le
mutant M10 est probablement due a une perte de ’activité
de ’ECH qui conduit & une augmentation de la
disponibilité des précurseurs acyl-CoA et énoyl-CoA pour
la synthése d’esters.
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FIGURE 3 — Concentration des esters dérivant de la voie d’Ehrlich
(EP), et de I’acyl-CoA et de 1’énoyl-COA de la voie de la B-
oxydation (BOP) chez la souche sauvage de S. suaveolens (WT) et
chez le mutant M10.

4 Conclusion

Cette étude a montré la possibilit¢ d’optimiser la
production de COVs, et notamment d’esters a-insaturés
par mutagenése UV chez la souche de S. suaveolens. Plus
particulierement cette étude a permis d’identifier les
modifications d’activité enzymatiques responsables de
cette surproduction. Ainsi, I’exploitation des résultats de
cette étude pourront permettre, a terme, de reproduire une

voie métabolique de production d’esters a-insaturés chez
une souche de levure mieux maitrisée (tel que S.
cerevisiae) afin de produire a I’échelle industrielle des
esters a-insaturés par voie fermentaire. Le détail des
résultats obtenus a été publié en 202112,
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