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CONTEXTE

La biomasse lignocellulosique (BL) est constituée d’'un réseau complexe de
polymeres (cellulose, hémicelluloses et lignines) dont la transformation dans les
bio-raffineries peut potentiellement fournir une panoplie de produits chimiques,
matériaux et carburants. L'utilisation d’enzymes spécifiques et travaillant dans des
conditions douces est un atout mais la complexité architecturale et chimique de la
BL restreint I'activité et la mobilité des enzymes.

Dans ce contexte, il est essentiel de pouvoir caractériser finement les propriétés
des enzymes au niveau de leur catalyse et de leurs interactions. En effet, plusieurs
études ont démontré que lors de |I'hydrolyse de la BL, les enzymes peuvent étre
inactivées soit par des inhibiteurs, soit via la formation d’interactions irréversibles
avec des motifs chimiques [1,2]. Or, lors de leur caractérisation, les enzymes sont
généralement testées sur des substrats simples, ce qui ne permet pas de rendre
compte de ces phénomenes : de nouvelles approches doivent donc étre mises en
ceuvre. C'est ce que nous proposons a travers l'utilisation d’assemblages bio-
inspirés de parois végétales qui vont mimer un environnement encombré et des
motifs chimiques rencontrés dans la BL.
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1-Préparation des assemblages bio-inspirés

Les assemblages sont constitués a partir d’arabinoxylanes féruloylés (AX), de
nanocristaux de cellulose (CNC) et de lignines modeles (DHP), sous 3 états : des
solutions, des gels (polymeres AX réticulés) et des films [3,4].

2-Préparation des sondes fluorescentes

Les enzymes et CBM a caractériser sont couplés avec le fluorophore FITC par
greffage sur les fonctions amines des protéines (N-ter et Lys) ; l'absence de
modification des propriétés en présence du flurophore est vérifiée.

3-Mesure de diffusion et d’interaction des sondes dans les assemblages

Les sondes sont placées dans les différents assemblages et leur diffusion est
mesurée en microscopie confocale par la technique de FRAP (recouvrement de
fluorescence apres photoblanchiment) [5]. Une pseudo-affinité (affinité apparente)
est calculée en prenant comme référence la diffusion en absence d’interaction.
4-Modélisation et interprétation des mesures

Les données de pseudo-affinité sont corrélées aux parametres variés au niveau des
propriétés des assemblages et des sondes par une analyse statistique.
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Modélisation et interprétation des mesures
Quantification et hiérarchisation des parametres en fonction de leur influence sur l'affinité

Sondes fluorescentes
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CONCLUSION

Les assemblages bio-inspirés se révelent étre des outils efficaces pour mettre en
évidence certaines interactions non spécifiques des enzymes et CBM impossibles a
mesurer avec des méethodes standards. En effet, la caractérisation sur des substrats

simples ne rend pas compte des phénomenes complexes qui peuvent survenir dans
la BL. Surtout, ces assemblages permettent de comparer de facon quantitative les
facteurs influencant la progression des sondes. Ainsi, les facteurs modulés n‘ont pas
tous le méme impact en fonction des sondes analysées. En particulier, en ce qui
concerne la lignine modele, son interaction est maximale sur I'enzyme seule, plus
limitée lorsque I'enzyme est attachée a un CBM, et inexistant sur le CBM seul. Le
DHP interagit donc spécifiguement avec des motifs présents sur 'enzyme.
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