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e Origine & motivation

Matiere premiere Particules

Broyage-traitement
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@ FUNZYMPLANT

* Origine et motivation
 Biomasse végétale: lignocellulose -hemicellulose
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* hémicellulose représente entre 20 et 40 % de la matiere seche végétale:
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e Origine et motivation

* Hemicellulases pour hydrolyser les hemicelluloses

/

% Endo enzymes

/

*%* Exo enzymes

/

** Enzymes auxiliaires

Ex: dégradation de I'’Arabinoxylane

xylanase xylanase
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Adapté de Lee et al., 2002
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Dépolymérisation
efficace si action
combinée des ABFs,
des xylosidases et des
xylanases ?
Lesquelles?

En quelle proportion?
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@ FUNZYMPLANT

e Origine et motivation

Penicillium funiculosum -industrial strain-

Genomique du Penicillium

35 - 40 mega bases

>100 GT encoded genes

> Pf secretome > other fungal
secretomes sequenced up to now
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=~ 10000 genes
>200 GH encoded genes l

LISBP

Proteomique du ROVABIO™ -
(cocktail enzymatique) ﬁv?

115 protéines identifiées

63 glycosides hydrolases
5 oxidoreductases

6 estérases

5 protéases

36 autres

“DISSEO
HHINRA. liSeo2; i ~Rissee




@

e Origine et motivation

FUNZYMPLANT

Vision al'echelle du génome des potentidités de production d'enzymes de type ‘carbohydrases’ utles a la degradation de matenel cellulosique

et hémicelulosique

Fungal species GH2 |GH3| GH5 %ﬁ GH10|GH11|GH12 |GH16|GH17 \GH27|GH43 | GH51 |GH54 | GHB1
Penicillium

funiculosum* nc nc | nc 7 4 5 nc nc nc | nc | nc 1 4 nc
Chrysosponum

fucknowense 51| 8 9 4 7 1 8 4 2 10 2 0 24
Aspergilus niger

CBS13.88 6|16 | 8 4 1 4 3 13 5 5 10 3 1 7
Aspergillus

Nidulans FGSA4 10020 | 17 | 5 3 2 1 13 5 3 15 3 1 9
Phanerochaele

chrysosponium 013 18 | 10 6 1 11 2 0 2 4 2 0 14
Phanerochaele

chrysosponium 013 18 | 10 6 1 11 2 0 2 4 2 0 14
Trichoderma

reesei 11 3 | 2 2 1 4 1 1 0 2 2 0 2 3

GH2 = p-mannosidase; GH3 = p-glucosidase/cellobiase; GH5= endoglucanase; GH6 et GH7= cellobiohydrolase; GH10=endo1, 4-p-xylanase/
Endo1, 3 xylanase; GH11 = xylanase, GH12= endoglucanase; GH16= endo1, 3 (4) B-glucanase; GH17 = glucan endo-1 3-B-glucosidase;

GH2 /=a-gaactosidase; GH43= p-xylosidase/p-glycosidase; GH51, GHb4, GH62 = L-a-arabinofuranosidase; GH61 = endoghlicanase/cellulase
(fonction non précisée); GH7 4= xyloglucanase/endoglucanase; GHI3 =exo-a-L-1,5-arabinanase

GH74/GH93| tota
nc | nc | 130
1 | 2 114
110 88
2 | 2 113
4 | 1 88
4 | 1 88
110 26
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@ FUNZYMPLANT

e Objectif & programme

Démontrer les effets synergiques des Abf et Xylanases dans la dégradation de complexes
hémicellulosique de plantes

LISBP/IS2M/Adisseo
Clonage/expression/
caracterisation de
Xylanases

LISBP/Adisseo

Clonage/expression
/caractérisation

des ABf

LISBP/Adisseo/INRA Nantes
Etude des ‘cocktails’
_ reconstruits en réacteur torique p
Suivi en ligne de la dégradation

Livrables 1: Caractérisation enzymatique de toutes les ABF et Xyn du Pf

Livrables 2: Démontrer les effets synergiques entre Abf et Xyn sur hemicellulose

entes: Optimiser |le "Rovablo™ par ingenierie

spécifigues.
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® FUNZYMPLANT
e Etats des travaux
2
Clonage des 7 ABFs/7 Xyn
1 Digestion, purification et ligation dans pPICzaA 3
Amplification 2UC origin Transformation
PCR AOX1 promoter E. coli
(ADNg Pf) /
pPICZalpha A
3593 bp | _
6 \ alpha-factor signal
\ " peptide
Sélection Zeo (R) \\ MCS |
Criblage zéocine EM7 promoter c-myc epitope
Conservation -80°C 6xHis 4
TEF1 promoter
Séquencage
‘ Transformation
Pichia pastoris X33
5 |
\" “ o /“R.‘.ﬁfs!::&?,
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e Etat des travaux

Les Xylanases

FUNZYMPLANT

Parametres PfXynB PfXynC PfXynE PfXynF Pi{XynD
cinétiques GH11 GH11 GH11 GH11 GH10
Km (mg/mL) 23.0 11,54 16,1 230 5.1
Vinax (Ul/mL) 1,73 1,1 1,49 1,43 1,24
kea/Km (mg/mL/s) 2782 3963 204 170 167
Substrat PiXynB PIXynC PfXynD PIXynE PiIXynF
Produits d’hydrolyses

Xylotetraose X2, X3, X1 X2, X3, X1 X2 X2, X3, X1 X2, X3,X1
Xylopentaose X2, X3 X2, X3 X3, X2 X2, X3 X2, X3
Xylohexaose X3, X4, X2 X3,X4,X2 X2,X3,X4 X3, X4, X2 X3, X2, X4

CNRS-PIE Montpellier 28/03/2011

....

MHINRA diSm2 s ~RissEe
ik i e um e T O e AT Adding Difference




@ FUNZYMPLANT

e Etat des travaux

courbes de pH des ABFs GH62 Cond_ition : Substrat

Arabinoxylane de blé 5 mg/mL
(Waxy)
A T°Optimale des enzymes

=
I
o

g 100
o
g 80
b =023
E‘ 60 —8-62b
é a0 == 62C
E 20 —=—62¢ w/o COM
0
1 3 5 7
pH
GH62
substrat WAXY 62a 62b 62c
Optimum temperature 40 40 50
Optimum pH 3,5 3,2 3,2
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e Etat des travaux

FUNZYMPLANT

Bilan (mU/mg) 62a 62b 62c
WAXY 2688 217 2664
RAXY 3163 259 2638
tramifcation1, 211,35 |ARAB 0 0 0
D-ARAB 530 29 518
arabinobiose 0 0 0
N arabinotriose 0 0 0
Haison 1,5 | larabinotétraose 0 0 0
arabinopentose 0 0 0
pNPaf 0 0 0

>
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GH 62 ne sont pas actives sur pNPaf, oligoarabinoses

et arabinane ramifié de betteraves
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@ FUNZYMPLANT

e Suite et persectives

Le réacteur torique

De I'idée ...

A la réalisation
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@ FUNZYMPLANT

e Suite et persectives

10 000 pm
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e Suite et persectives

12

FUNZYMPLANT

Courbes granulometriques
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% de variation des niveaux de gris
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e Suite et persectives

Détection en ligne des produits de dégradation par spectrométrie infra-rouge

Profils de spectres
=—glucose/xylose 2mg/ml
0.25 1
—=glucose 2mg/ml \ /
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0.15 P g e ————
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@ FUNZYMPLANT

e Conclusions

= Programme:
Lot 1: terminé
Lot 2: en cours

Nous sommes dans les ‘temps *

= Travaux et valorisation
Xylanases: caractérisée et publication réalisée
ABF62 : famille originale qui demande approfondissement de sa fonction catalytique
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