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C’est l’histoire d’un castor… 









La biomasse végétale 



Biomasse 

Azote       N 
Carbone  C 

Production d’énergie 
Production industrielle 

énergies fossiles (issues d’être vivants) 

Source non renouvelable 

Biomasse 

Source renouvelable 
≠ 

Ecologique: lutter contre l’émission de gaz à effet de serre 

Economique: assurer / développer l’indépendance énergétique 

matière vivante ou issue d’êtres vivants

La Biomasse Végétale 

Anthropocentriste 



Le cycle du carbone 

sources fossiles  CO2 



Structure de la paroi végétale 

La cellulose est le polymère le plus abondant sur Terre 

50% matière sèche du bois 



hémicellulose 

lignine 

cellulose 

ββ(1-4) glucose 

β(1-4) xylose 

ac. methyl-glucuronique 
gp. acetyl 

ac. ferrulique 
arabinose 

Lignine 



pectine 

amidon 

inuline 
homogalacturonan 
αα(1-4) ac. galacturonique 

xylogalacturonan 
rhamnogalacturonan 

β(1-2) fructose 

glucose 

glucose 

α(1-4) glucose amylose 

amylopectine α(1-6) glucose 



Wei et al. Curr. Opin. Biotechno., 2009 

Diversité de la composition de la 
paroi cellulaire des plantes 



Les Biocarburants 



Les biocarburants 

Biocarburants solides: 

Le bois 

Les résidus de la sylviculture          tourteaux 

  Charbon de bois 

Biocarburants  gazeux: 

  Méthane     CH4 

  Hydrogène  H2 

Biocarburants liquides: 

  Methanol,      Ethanol,           Propanol,                 Butanol 

       CH3-OH      CH3-CH2-OH    CH3-CH2-CH2-0H     CH3-CH2-CH2-CH2-OH 

Diesel 



Production mondiale de Bioéthanol et Biodiesel 

IFP (2012) 
Mtep= Mega tonnes équivalent pétrole 



Consommation de Bioéthanol en France 

IFP (2012) 



Biodiesel 

Biocarburant le plus répandu en Europe 

Transestherification des acides gras 

 Graisses animales ou végétales 

 Moins polluant que le diesel fossile 

 Compatible avec les moteurs actuels 

  5%                   100% (B100) 



Soja 

Colza 

Jatropha 
Palme 

Tournesol 

Caméline 

Madhuca 

Microalgues Pongamia 

Lin 

3ème génération 

Biodiesel 

Compétition 
alimentaire 

Compétition 
Surfaces cultivables 

Extraction  
purification 



Bioéthanol 

  Fermentation des sucres de réserve: amidon/sucre 
  Partie noble de la plante 

 Compétition alimentaire 

 Augmentation du prix des denrées alimentaires à travers le monde 



Bioéthanol et Biodiesel 

Quelques chiffres: 
Etat de la production mondiale: 

 En 2010: 105 GL     (+17% / 2009) 

2,7% de la consommation mondiale pour les transports 

Bioéthanol: 86 GL (90% USA et Brésil) 

USA: E10  /  E85   (Delaware) 

Brésil:  Véhicules « FlexFuel »  E85 

Objectifs :  

  USA: 25% en 2050 

  France: 10% en 2020 



Problématiques liées aux Biocarburants 

  Lutter contre l’épuisement des ressources fossiles 

  Indépendance énergétique 

 Emission de CO2 et gaz à effet de serre 

 Source renouvelable 

 Compétition avec l’alimentation animale et humaine en particulier 

 Compétition des surfaces agricoles 

 Déforestation et érosion des sols 

 Perte de la biodiversité 

  Impact sur les ressources en eau 

+ 

- 



Développement de biocarburants de 2ème génération 



Bioéthanol cellulosique 
et biocarburants de dernière génération 

Efforts de financement à travers le monde: 

  USDA (U.S Department of Agriculture)   +   DOE (Department of Energy) 

 850 M$ (Biocarburants de nouvelle génération) 

  EERE (Office of Energy Efficiency and Renewable Energy) 

 Programme « Technologies Biomass and Biorefinery Systems R&D » 

 2006: 90 M$      2007 150 M$       2008 180 M$ 

  Commission Européenne 

 60 M€ (2010-2013) 

 Création du LIED           Université Paris-Diderot 

Laboratoire Interdisciplinaire des Energies de Demain 



Bioéthanol cellulosique 

  Production d’éthanol à partir de la cellulose 

  Ne concerne pas la partie noble, comestible 

  Valorisation des déchets  

 Etapes limitantes: 

 Dégradation de la lignine 

Dégradation de la cellulose et de l’hémicellulose 

bois 

sciure 

bagasse 

miscanthus 
paille 

 Cultures dédiées



Bioéthanol cellulosique: projets R&D 
IFP (2011) 

Verrous R&D: Dégradation de la lignine et de la cellulose 

Etude des microorganismes dégradeurs 

Améliorations des souches 

Nouvelles enzymes  (ligninases, cellulases, hémicellulases, … 



Les microorganismes 
dégradeurs de la lignocellulose 



Ecosystèmes cellulolytiques 

plantes 
sol 
composte 
 herbivores (ruminants) 
 insectes xylophages 

mer 
rivières 
lacs 
 marais 
 eaux usées 

terrestres 

aquatiques 

aérobes 

aérobes / anaérobes 

aérobes / anaérobes 

anaérobes 

anaérobes 



Les bactéries cellulolytiques 

Clostridium thermocellum 

Cellulosome 

Sol / Composte 

Fibrobacter succinogenes 

Panse 

Solangium cellulosum 

Sol 

Aérobe Anaérobe 



Les champignons cellulolytiques 

Les pourritures blanches   (white rot) 
dégradent la lignine la cellulose et l’hémicellulose 

Les basidiomycètes 

Phanerochaete chrysosporium Schizophyllum commune Trametes versicolor 



Les champignons cellulolytiques 

Les pourritures brunes   (brown rot) 
 Ne dégradent pas la lignine, uniquement la cellulose et l’hémicellulose 

Gloephyllum trabeum Serpula lacrymans Postia placenta 



Les champignons cellulolytiques 
Les ascomycètes 

Xylaria polymorpha Aspergillus niger Trichoderma reesei (H. jecorina) 

Neurospora crassa Podospora anserina 

 Dégradent la cellulose et l’hémicellulose 

 Dégrade la lignine 



Les microorganismes dégradeurs 
de la biomasse végétale 

Wei et al. Curr. Opin. Biotechno., 2009 



Principes généraux de la dégradation de la lignocellulose  

  lignine et cellulose sont les 2 polymères les plus abondants 

  Quantité d’énergie stockée considérable 

  ecosystèmes cellulosiques ubiquitaires 

  bactéries et champignons aérobes et anaérobes 

  succession des microorganismes 

  sucres simples         polysaccharides           lignine 

  synergies entre organismes et enzymes sécrétées 

 « cross-feeding  »

  sécrètent des cocktails d’enzymes lytiques 

adhèrent au substrat (Carbohydrate Binding Module -  CBM) 

diversité des sucres  =  diversité des activités enzymatiques  

cellulases, hémicellulases, pectinases, péroxidases, … 

Carbohydrate Active Enzymes CAZymes 



Enzymologie de la 
dégradation de la lignine 



Composition de la lignine 

lignine 

3 types H S G 

unités de bases : phénylpropanoïdes 

Dégradation par oxydation 

G:        gymnospermes (softwoods) 

G:        angiospermes (hardwoods) S + 



Laccases 
phenol oxidases 

Multi Copper Oxidase peroxidases 

H2O2 

+ 

HO. 

Oxydation de la lignine 

O2 



ouverture cycle aromatique 

clivage Cα-Cβ�

Dépolymérisation de la lignine 



Les enzymes clefs de la dégradation de la lignine 

LiP/MnP/Versatile peroxidases: 
  accepteur d’e-        
  1980’s 
 Enzymes cristallisées 
 Blanchiment (industrie papetière) 
 ligninases 

Lignine-Peroxidase 

Mn-Peroxidase 

Mn2+            Mn3+� +   chélateur 
      (oxalate) 

- H2O2 

Martinez et al. (2005) 

VP 



Les enzymes clefs de la dégradation de la lignine 

les Copper Radical Oxidases: + H2O2 

la Glyoxal Oxidase GLX  

dégradation 
lignine 

glycolaldéhyde glyoxalate oxalate 

H2O2 

O2 

H2O2 

O2 



Les enzymes clefs de la dégradation de la lignine 

Les laccases: 
Phenol oxidases 

Multi Copper Oxidases 

Accepteur d’e-     O2 

Oxidation des phenylpropanoïdes 

Dépolymérisation de la lignine 

Oxydation des quinones 

Cycle RedOx 
  Fe2+  (CDH) 
  H2O2 (AAO) HO. 



réduction 

laccases 

produits de dégradation 

Les enzymes clefs de la dégradation de la lignine 

Les laccases: 

oxydation

n 



Production de Quinones 

benzoquinone hydroquinone 

Laccases 

CDH 
Cellobiose Déhydrogénase 

= quinone réductase 

Laccases 

clivage Cα-Cβ�clivage C4-ether 

Les enzymes clefs de la dégradation de la lignine 



Les enzymes clefs de la dégradation de la lignine 

les Cellobiose Dehydrogenases   CDH: 

cellobiose 

acide glucuronique 

gluconolactone 

D’après Henrikson et al. (2000) 

Fe3+ 

Quinones 
Composés phénoliques  

Dégradation de la lignine 

dégradation de la cellulose                     dégradation de la lignine 



Les enzymes clefs de la dégradation de la lignine 

Cellobiose Dehydrogenases   CDH: 

GMC oxydoréductase 

réduisent les quinones uniquement en présence de cellobiose 

domaine FAD    +     CBM (non canonique)     +      Heme 

  substrats: di-saccharides (β1-4) avec glucose ou mannose en position terminale 

  produits intermédiaires de la dégradation de la cellulose 
 cellobiose     =  di-glucose 
 lactose         =   galactosyl-glucose 
 mannobiose  =  di-mannose 
 cellodextrines=  n-glucoses 

  participent à la dégradation de la lignine: 

réduction des quinones et des composés phénoliques  

acides cellobioniques (Mn3+) 

  Fe2+              HO.   (Fenton) 



cassure Cα-Cβ�

AAO 
Aryl-Alcool Oxydase 

H2O2 O2 

AAD 
Aryl-Alcool Déhydrogénase 

Production de H2O2 par dégradation de la lignine 

+ H2O2 

Les enzymes clefs de la dégradation de la lignine 

L’ Aryl Alcohol oxidase    AAO: 



H2O2  +  Fe2+  +  H+               Fe3+   + HO. 

Production de  HO.  par la réaction de Fenton  

Dégradation de la lignine 

Dégradation de la cellulose 

 HOH2O + HO.HO. H O

oxidases     +       O2   

oxidases     +       O2   

gonflement de la lignocellulose (en début de dégradation) 

molécules oxydantes de petite taille diffusant dans les tissus  

dégradation de la cellulose sans dépolymérisation de la lignine 

(pourritures brunes) 



La dégradation de la cellulose 
 et de l’hémicellulose 



H2O2  +  Fe2+  +  H+               Fe3+   + HO. 

Production de  HO.  par la réaction de Fenton  

Dégradation oxydative de cellulose / hémicellulose 

CDH 

AAO 
Glucose oxidase 
Pyranose oxidase 

… 
« toto » oxidase 

Ferric reductases 

Cycle RedOx 
Quinones 

Dépolymérisation aspécifique     cellulose / hémicellulose 



Les Cellulases 

L’endo-β(1-4)glucanase   EG 
endo-cellulases 

exo-cellulases 

Cellobiose Hydrolases CBH 

β-glucosidase 

Cellulose  =     

Cellobiose, cellotriose, cellotétraose, … 

cellobiose 

glucose 

β(1-4) glucose 



Les Hémicellulases 

Xylan (bois)  = polymère de xylose « branché » 
grande diversité des sucres 
sucres modifiés (acetylés) 
grande diversité de branchements 

  spécificité large des cellulases 
     endocellulases 

cellobiose hydrolases 
β-glucosidase                   mannose   xylose   galactose    

xylane 

              

xy

Set exhaustif de glycosides hydrolases   GH 

lignine 

lignine lignine 



Les CAZymes 
Carbohydrates Active Enzymes 



Coutinho et al., 2009 



The CAZyme database 

Online depuis 1998 

Mise à jour quotidienne manuelle curateurs experts 

Données biochimiques fiables 

Structure 3D 

Analyses fonctionnelles (délétions) 

16000 références 

Participent à l’annotation des génomes  

 Pr. B. Henrissat, Pr. P. M. Coutinho 

Université Aix-Marseille  France 



www.cazy.org 



www.cazy.org 



www.cazy.org 



Régulation de l’expression des GH 



  Aspergillus niger          Trichoderma reesei  (Hypocrea jecorina) 

production industrielle d’enzymes 

 Agroalimentaire 

 Biocarburants 

  pectinases, cellulases, xylanases, arabinases, etc. 

  étude de l’expression des GH 

 maîtrise et amélioration des rendements 

Génome: 2007 
39 Mb 
14600 gènes 

Génome: 2008 
34Mb 
9129 gènes 

Les modèles industriels 



XlnR (1994) 

Mutants de réponse au Xylose (dégradation du Xylan) 

  FT 2 doigts de Zn   spécifique des champignons   famille  Gal4p 

  Transcriptome (cellulose, Xylan) 

Le Régulon Xylose chez Aspergillus niger 

Stricker et al., 2008 

Xylose             gènes de cellulases et d’hémicellulases             

hémicellulases 

cellulases 



XlnR  =  Xyr1 chez T. reesei 

hémicellulose cellulose 

Sophorose  = 
xylose 

β-(1-2)diglucose 

Induction différentielle des gènes d’hémicellulases et de cellulases 

Ace1 
Ace2 

Stricker et al., 2008 



Composition des génomes 
 et stratégies de dégradation 



Phanerochaete chrysosporium: 
 pourriture blanche 

  champignon modèle de la dégradation de la lignocellulose 

 biochimie 

 génome (2004 et 2006) 

 32,5 Mb          10048 gènes 

 les grandes lois de la dégradation 

 lignine 

 cellulose 

 hémicellulose 

mais 

Absence de laccases 

Rôle mineur de HO. 

Pourritures blanches vs. Pourritures brunes 



Postia placenta 
 pourriture brune 

 Lignine 

  évolution répétitive à partir des pourritures 

    blanches par perte de gènes 

 cellulose (petites molécules oxydantes diffusibles) 

 génome 2009  91 Mb   17173 gènes 

  absence: 

     LiP/MnP    Laccases ?    CDH    CBH    CBM 

 perte de familles GH 

 1 β-glucanase (endocellulase) 

GH = symbionte des plantes 

Pourritures blanches vs. Pourritures brunes 

Nombreuses hémicellulases 
Copper Radical Oxidases 

GMC oxidoreductases 
Ferric Reductases 
Quinone reductase 

Glycopeptides 
Cyt P450 

H2O2 Fe2+

HO.

Transcriptome    
Lignocellulose 



Pourquoi développer  
de nouveaux modèles d’études  



Bilan du séquençage de Trichoderma reesei 

 découvert lors de la 2ème guerre mondiale 

 champignon du sol (saprophyte) 

 téléomorphe   =   Hypocrea jecorina 

  choix DOE et mondial 

  capacité de sécrétion (100g L-1) 

 production de cellulases  

 améliorer l’étape limitante  ethanol cellulosique



 34 Mb    9129 gènes 
 Dégradeur efficace mais… 

Bilan du séquençage de Trichoderma reesei 

P.a    236          89          98         41         7    



Bilan du séquençage de Trichoderma reesei 



Bilan du séquençage de Trichoderma reesei 

 Nécessité d’améliorer Trichoderma (cocktail de GH) 

 Opportunité de développer des modèles de recherche 

  Neurospora crassa 

  Podospora anserina 



 modèle de génétique classique et moléculaire 

 communauté bien structurée 

 génome   2003 

40 Mb   10 000 gènes 

 collection de souches délétées pour chaque gène prédit 

  Transcriptomique 

 Micro-arrays  RNA-Seq 

  Protéomique  

 Spectrométrie de masse 

 intérêt récent pour la dégradation de la biomasse (2009) 

 Isolé sur des tiges de canne à sucre brûlées 

 Canne à sucre   /     Miscanthus 

Etude de la dégradation de la biomasse 
chez le champignon modèle N. crassa 



Génomique fonctionnelle chez Neurospora crassa 

 collection de souches invalidées ΔNCU00000 

 analyse fonctionnelle des gènes candidats (16) 

8 cellulase,  5 hémicellulases, 
 1 β-glucosidase, 2 unknown function, … 

Miscanthus Avicel 



Δ    protéine 

ΔNCU04952   [Avicel-] 

Activité β-glucosidase 

                  β-glucosidase majeur 

Cellobiose Glucose 

                  

ΔNCU04952

Etude fonctionnelle  



Identification de Clr-1 et Clr-2 chez N. crassa 
 Crible de la collection de souches invalidées ΔNCU00000           [Avicel-] 

  Facteurs de transcriptions 

 XlnR 

  Cre-1     Carbon Catabolite Repression 

  Clr-1      Cellulose degradation Regulator-1 

  Clr-2      Cellulose degradation Regulator-1 

         

 

FT 2 doigts de Zn   famille XlnR/Xyr1  Gal4p 

ClrA    CLrB  A. nidulans 

Rôle conservé chez les pezizomycètes 

Rôle similaire 

Coradetti et al., PNAS 2012 

R



Identification de Clr-1 et Clr-2 chez N. crassa 

Activité cellulase 

Activité hémicellulase 

Sécrétion de protéines 

cellulose xylan 

ΔClr-1 cellobiose 

cellulose xylan 

Coradetti et al., PNAS 2012 



Le régulon « Avicel » 

 RNA-Seq       sucrose      Avicel (0,5  1   2   4h) 

 Sauvage et ΔClr-1 et ΔClr-2 

 2 phases d’induction: 

 > Levée de la répression catabolique carbonnée 

 > Induction « cellulose spécifique » régulon avicel  212 gènes 

 170 contrôlés par Clr-1 et/ou Clr-2 

 11/19 hémicellulases 

 17/21 cellulases 

 22 CAZymes 

 13 transporteurs membranaires (dont cellobiose) 

 … 

 31 protéines sécrétées fonction inconnue 

e      

Coradetti et al., PNAS 2012 



Régulation de l’expression des gènes 
 par la cellulose chez N. crassa 

Coradetti et al., PNAS 2012 



Dégradation de la biomasse végétale par P. anserina 

 Sordariomycète 

 Coprophile (excréments d’herbivores) 

 Sucres simples     ligno-cellulose 

  Génome: 35Mb   10545 gènes 

Cellulases 
Xylanases 

CBM 

 1 GH28 

 0 GH32 

Composition en GH                biotope               



Dégradation de la lignine chez un ascomycète ? 

P. anserina 

29 

2 

1 

1 

1 

10 

1 

GMC oxidoreductases 

CDH 

Pyranose oxidase 

Copper Radical Oxidase 

Quinone Reductase 

Laccases 

LiP/MnP 

N. crassa 

6 

2 

0 

1 

1 

9 

0 

M. grisea 

23 

2 

0 

1 

1 

10 

2 

A. nidulans 

23 

1 

1 

0 

1 

7 

0 

lignine cure dent 

Espagne et al., 2008 



Expression hétérologue de 5 hémicellulases de P. anserina 

PaMan5A              + 28%    libération de sucre totale A              



Appressorium-like 
chez les saprophytes 



Mutants affectés dans l’utilisation 
de la cellulose chez P. anserina 

Nox1 

Nox2 

fertilité 

dextrine Cellulose 
cellophane 

Activité  
cellulolytique 

« Traversée » 
 de la cellophane 

- + 

+++ + 

+++ 

+ 

WT +++ +++ ++ +++ 

+ 

- 

ROS              Cellulose              Fertilité                        



NADPH Oxidases (Nox) et production de ROS 

Lambeth et al., 2004 

Nox1       Nox2       Nox3 



Appressorium-like chez Podospora anserina 

Brun et al., 2009 

réorientation 
contact  
gonflement 

hyphes de pénétration 
« needle-like » 

structure palmée intra-
cellophane 



Ascomycota 

Basidiomycota 

Mucormycotina 

Pezizomycotina 

Sordariomycètes 

Léotiomycètes 

Eurotiomycètes 

Dothidéomycètes 

P. blakesleanus 
M. hiemalis 
R. oryzae 

P. chrysogenum (Eurotiale) 

B. cinerea 

P. curvicola 
X. polymorpha 
S. macrospora 
C. globosum 
F. graminearum 
T. harzanium 
H. anomala 

M.graminicola 

appressorium-like chez les saprophytes 

Nox2  +  Pls1  =  appressorium-like               Pénétration               



Conclusion 

 domaine secondaire             Recherche stratégique 

 augmentation des sources de financement 

 choix porté sur Trichoderma reesei 

 développement de modèles parallèles 

 puissance du modèle Neurospora 

 continuer à investiguer la biodiversité 

 comprendre dans sa globalité la physiologie 

 les saprophytes développent des structures type appressorium         

La dégradation de la biomasse
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