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-Attribution du label naturel
-Peu de spécificité
-Engendrent des déchets
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Stratégie expérimentale

® Extraction des ARN a partir d’olive Etape 1

ADNc codant
pour la protéine

B Clonage et expression de ’ADNc
codant pour I’'HPL chez Escherichia Etape 2 2%
coli =

Esehia coli '

Production de deux 13-HPL recombinantes: 13-HPLwt et 13-HPLdel
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Production de deux 13-HPL recombinantes: 13-HPLwt et 13-HPLdel

® Purification par chromatographie d’affinité o —
[ ] %
- (FPLC) Etape 3 I —
B Caractérisation biochimique ) =
HPL pure

- Mesure du pH et de la température optimum :  pH7,5 et 25°C

- Détermination des parametres cinétiques: Plus efficaces sur 13-HPOT
(13-HPOD et 13-HPOT)
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® Biosynthése des composés a note ) ) ~ eaeoy
verte. E]S o 13-HPL $. A,
= /\_/\r- Hexanal
.. . , . 3Z-hexenal
Optimisation de la réaction
-Différentes concentrations en substrats testés (13-HPOD et 13-HPOT) : 2;4; 6 umol
-Différentes concentrations en enzymes testées (HPLwt et HPLdel) : 0.25; 0.5; 1 U/mL
-Différents temps réactionnels testés : 1; 5; 10; 15; 20 min

® |dentification et quantification par
GC-MS et GC-FID
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Production d’Hexanal

Quantité . o0 Temps ® Faibles taux de conversion obtenus pour
d(‘fj"/m‘)e (umol)  Hexanal (umol) ’éa(cr::?n’;“e' la production de 3Z-hexénal comparé a la
production d’hexanal
5,4624 + 0,69
HPLwt 1 6 { . ] 10
Sous estimation de la quantité de
2,6820+ 0,19 . " _
HPLdel 0,5 4 67 % 10 3Z-hexenal ? (Améliorer les conditions
expérimentales de biosynthese du
produit)

Production de 3Z-hexenal ® Diminution de la production d’hexanal

Quantité ool Temps et de 3Z-hexenal quand I'HPLde/ est
denzyme > HPOT nexena réactionnel utilisée comme catalyseur
(U/mL) (mmol) (umol) (min)
1,6692 + 0,21 .
HPLwt 0,25 4 [ ’6622 %0’ ] 5 HPLwt est un meilleur catalyseur
que HPLdel.
HPLdel 0,5 4 10161£0,13 20

25%
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Perspectives :

-Optimiser les conditions expérimentales de biosynthese du 3Z-hexenal.

-Inclure la 13-HPL recombinante d’olive dans un processus complet de
biocatalyse utilisant la lipase et la LOX.
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