Bi O teCh n O I 0 g i es Introduction

Les biotechnologies blanches :
révolution... ou évolution ?

Pierre Monsan

La double conjonction des contraintes environnementales et de I'épuisement annoncé des sources de
carbone fossile, d’'une part, et de l'accroissement des connaissances scientifiques concernant le
fonctionnement du vivant et des outils méthodologiques disponibles, d’autre part, permet la construction de
véritables « usines cellulaires » pour la transformation de ressources carbonées renouvelables en produits
d’intérét pour les secteurs de la chimie, des matériaux et de I'énergie. Ces biotechnologies industrielles, ou
« biotechnologies blanches », connaissent a I'heure actuelle un développement trés important. Elles
permettent de revisiter de nombreux procédés industriels et d’en créer de nouveaux, dans la continuité des
acquis du génie biochimique au cours des cinquante derniéres années.

Biotechnologies, biologie de synthése, carbone renouvelable, chimie verte.

Résumé

Mots-clés
Abstract White biotechnology: revolution... or evolution?

The joint effect of environmental constraints and of the announced depletion of fossil resources on one side,
and the improved scientific understanding of living systems functioning and available methodological tools
on the other side, has resulted on the ability to design “cell factories” which can efficiently transform
renewable carbon sources into products of interest for the fields of chemistry, materials and energy. Industrial
biotechnology, also named “white biotechnology”, is a fast-growing domain. It allows to develop more eco-
friendly both existing and innovative industrial processes, in the direct streamline of the biochemical
engineering processes implemented during the past fifty years.

Keywords Biotechnology, synthetic biology, renewable carbon, green chemistry.

années 2000, afin d’attirer les investis-
seurs financiers vers ce domaine, en les
distinguant, de maniére un peu sim-
pliste, des applications dans le secteur
de la santé (biotechnologies « rouges »)
et dans le secteur végétal (biotechnolo-
gies « vertes »). Effectivement, lesinves-
tissements, notamment en capital-
risque, étaient jusque-la focalisés sur la
production de biomédicaments, du fait
des retours financiers conséquents en-
visageables dans le domaine pharma-
ceutique. Les produits correspondants
(insuline,  érythropoiétine, anticorps
thérapeutiques...) ne posent aucun
probleme d’acceptation par le public,
contrairement a ceux obtenus par
transgenése végétale (« OGM »), du
moins en Europe et en France en parti-
culier. D’ou l'intérét de développer
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Le contexte

Les applications industrielles des biocatalyseurs enzyma-
tigues et microbiens se sont largement développées apres la
Seconde Guerre mondiale pour la production d’antibiotiques,
d’acides organiques, d’acides aminés, d’édulcorants et d’inter-
médiaires pour la chimie (tableau I p. 18). Ces biotechnologies
industrielles ont été rebaptisées « blanches » au milieu des

des applications de micro-organismes
génétiquement modifiés par ingénierie métabolique, utilisés
en milieu confiné, donc sans relargage volontaire dans I’en-
vironnement, pour produire des composés d’intérét indus-
triel. Dans un contexte double de pénurie annoncée de
carbone fossile («peak oil »: quand ?) et de prise de
conscience de plus en plus marquée des problémes environ-
nementaux (production de gaz a effet de serre et réchauffe-
ment climatique), il devenait important de promouvoir le
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Tableau | - Les principaux produits de biotechnologies indus-
trielles.
Source : W. Soetaert, Université de Gand.

Produit Quantité (Mt/an)
Bioéthanol 90
Isoglucose 15
Glutamate 2

Acide citrique 1

Acide lactique 0,3
Acrylamide 0,2

Antibiotiques 0,03

développement des applications industrielles des biotechno-
logies en attirant les investisseurs. Les biotechnologies
blanches reposent en effet sur I'utilisation prioritaire de
carbone renouvelable et non pas de carbone fossile. Elles
permettent de développer des procédés de transformation
biologique plus compatibles avec les économies d’énergie et
la préservation de I'environnement, en réduisant significati-
vement I'empreinte carbone, constituant ainsi la base d’une
nouvelle bioéconomie [1].

L’objectif est donc de développer de véritables « usines
cellulaires » capables de transformer des matiéres premieres
renouvelables, aussi peu en compétition que possible avec
des usages alimentaires, en produits d’intérét pour les
domaines de la chimie (intermédiaires de synthese), des
matériaux (biopolymeéres) et de I’énergie (biocarburants). En
effet, les matiéres premieres renouvelables les plus facile-
ment accessibles aujourd’hui, de maniere économiquement
fiable et viable, sont des glucides (amidon, glucose, saccha-
rose), et des lipides (huiles végétales : colza, palme...) et
leurs dérivés (glycérine, glycérol). Leur utilisation massive
pour la production de biocarburants de premiére génération
est cependant accusée d’en faire flamber les cours et d’étre
a l'origine de déforestations massives. Le développement a
trés grande échelle des biotechnologies industrielles passe
donc obligatoirement par une valorisation des biomasses
lignocellulosiques ne présentant pas d’usage alimentaire
(produits de deuxieme génération) : coproduits de I'agricul-
ture (rafles de mais, bagasse de canne a sucre, pulpes de
betterave, son et paille de blé...) et de I'industrie agroalimen-
taire (dreches de brasserie...), foréts et coproduits de
I’industrie du bois, cultures dédiées (miscanthus, jojoba...)

produites sur des terres impropres & un usage agricole. A
terme, les cultures de microalgues en conditions auxo-
trophes (utilisation de I’énergie lumineuse et du dioxyde
de carbone) devraient prendre le relais pour une troisieme
génération de produits biosourcés.

Le concept d’usine cellulaire n’est pas nouveau. Depuis
le fond des temps, les micro-organismes et leurs catalyseurs
enzymatiques ont été utilisés, de maniéere totalement empi-
rique, pour transformer les matieres premiéres d’origines
végétale et animale en boissons et aliments plus facilement
conservables et présentant des propriétés organoleptiques
intéressantes. C’est ainsi que virent le jour la production de
biere, de vin, de fromage, de pain... L’isolement et la carac-
térisation de plus en plus fine des souches microbiennes et
des enzymes impliquées dans ces transformations ont
conduit, comme indiqué en introduction (tableau /), a partir du
milieu du XX siécle, au développement d’une véritable indus-
trie de la fermentation et de la biocatalyse. La production
annuelle de 90 millions de tonnes de bioéthanol et de 15 mil-
lions de tonnes d’isoglucose en est la meilleure illustration. Le
concept d’usine cellulaire a été renouvelé dans les années
1980 par I'apport du génie génétique, qui a permis d’exprimer
de nouveaux génes dans des micro-organismes industriels et
d’en contrbler I’expression. La production de L-thréonine par
Ajinomoto a I'aide de souches recombinantes d’Escherichia
coli depuis le début des années 90 en est un exemple. Actuel-
lement, environ 95 % des enzymes industrielles (protéases,
amylases, pectinases, phytases, cellulases...) sont produites
a I'aide de micro-organismes génétiquement modifiés.

Qu’est-ce qui permet aujourd’hui de renouveler ce
concept d’usine cellulaire et de lui donner une nouvelle
vigueur ?

La possibilité de franchir une nouvelle étape dans le
domaine du génie biochimique est liee au développement
simultané des connaissances fondamentales sur le fonction-
nement des systémes biologiques et leurs mécanismes de
régulation (« biologie des systéemes »), et a I'extraordinaire
amélioration des méthodologies d’analyse et de synthése
(voir ci-dessous).

L’efficacité des méthodes de lecture de I’ADN augmente
a une vitesse supérieure a la loi de Moore pour I'informatique

Les lois de Moore sont des lois empiriques qui ont trait a I’évolution de la puissance des ordinateurs et de la complexité du matériel
informatique. Il existe en fait trois « lois » de Moore, deux authentiques (au sens ou elles furent émises par Gordon E. Moore), et une série de
« lois » qui ont en commun de se prétendre « loi de Moore », mais qui n’en sont que des simplifications inexactes.

1. La loi de Moore a été exprimée en 1965 dans Electronics Magazine par Gordon E. Moore, ingénieur de Fairchild Semiconductor, I'un des
trois fondateurs d’Intel. Constatant que la complexité des semi-conducteurs proposés en entrée de gamme doublait tous les ans a co(t
constant depuis 1959, date de leur invention, il postulait la poursuite de cette croissance (en 1965, le circuit le plus performant comportait
64 transistors). Cette augmentation exponentielle fut rapidement nommée loi de Moore ou, compte tenu de I'ajustement ultérieur, premiére
loi de Moore.

2. En 1975, Moore réévalua sa prédiction en posant que le nombre de transistors des microprocesseurs (et non plus de simples circuits
intégrés moins complexes car formés de composants indépendants) sur une puce de silicium double tous les deux ans. Bien qu’il ne s’agisse
pas d’une loi physique mais juste d’une extrapolation empirique, cette prédiction s’est révélée étonnamment exacte. Entre 1971 et 2001, la
densité des transistors a doublé chaque 1,96 année. En conséquence, les machines électroniques sont devenues de moins en moins
colteuses et de plus en plus puissantes.

3. Une version commune, variable et sans lien avec les énoncés réels de Moore, est : « quelque chose » double tous les dix-huit mois, cette
chose étant « la puissance », « la capacité », « la vitesse », « la fréquence d’horloge » et bien d’autres variantes, mais trés rarement la densité
des transistors sur une puce. Ces pseudo lois de Moore sont celles le plus souvent diffusées, car elles fleurissent dans des publications grand
public et sur de nombreux sites Internet. Leur seul point commun est donc ce nombre de dix-huit mois, qu’on ne trouve pourtant dans aucun
des deux énoncés de Moore.
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Les termes suivis d’un astérisque™ dans I’article sont définis ci-dessous.

Cosmide : vecteur artificiel constitué d’un plasmide (molécule d’ADN surnuméraire distincte de 'ADN chromosomique, capable de
réplication autonome et non essentielle a la survie de la cellule) auquel a été ajouté le site COS du bactériophage (virus n’infectant que des
bactéries) lambda, nécessaire a I’encapsidation (empaquetage de matériel génétique a I'intérieur de la capside virale). Il a été décrit pour la
premiére fois par Collins et Hohn en 1978. Les séquences COS sont des séquences d’ADN simple brin, qui ont été séparées de la molécule
meére par une enzyme de restriction spécifique de telle maniere que les extrémités ont une affinité spécifique I'une et I'autre, et ainsi sont
reconnues comme bouts cohésifs. L’intérét des cosmides réside dans le fait qu’ils permettent le clonage de fragments d’ADN de grande
taille ; ils peuvent accepter jusqu’a 45 kb (kilobase) contre 10 a 15 kb pour les plasmides normaux et sont souvent utilisés pour stocker I’ADN
génomique. Une fois introduit dans la bactérie cible, ce type de vecteur se comporte comme un plasmide, c’est-a-dire qu’il ne I'infecte pas.
« DNA shuffling » : le « brassage » de génes permet de générer une trés grande diversité de genes a partir d’'une famille de génes portant
différentes mutations. Pour cela, les génes sont découpés en fragments de 50 a 100 paires de bases de longueur, puis ces fragments sont
mélangés par réaction d’amplification génique (PCR : « polymerase chain reaction »). Cette méthode permet de réaliser, en particulier
lorsqu’elle est couplée a un criblage a haut débit, une « évolution dirigée » d’une protéine, c’est-a-dire de réaliser dans un temps limité ce
que I'évolution a pu faire de maniére aléatoire. |l s’agit, par exemple, d’obtenir une enzyme présentant une résistance accrue a la dénaturation
thermique, ou une sensibilité différente a I'effet du pH sur son activité.

Fluxomique : mesure des vitesses réelles des réactions métaboliques dans le systéme biologique integre (flux intracellulaires,
intratissulaires). Il n’existe pas de méthode directe permettant de mesurer des flux dans une cellule ou un tissu integre. L’approche indirecte
la plus pertinente est basée sur des stratégies de marquage isotopique (130) couplées a I'analyse fine (mesure des « isotopomeres ») de
I'incorporation isotopique dans les métabolites, réalisée soit par spectrométrie de masse, soit par RMN. Elle aboutit a I'obtention de cartes
de flux qui représentent la distribution quantitative des flux (ici carbonés) dans le réseau métabolique du systéme biologique étudié.
Fosmide : cosmide* contenant un réplicon (molécule d’ADN ou d’ARN pouvant se répliquer a partir d’une seule origine de réplication)
d’E. coli (séquence FOS : facteur F).

Homéostase : capacité d’un organisme vivant a maintenir a un niveau constant certaines caractéristiques internes de son corps
(température, concentration des substances, composition des liquides interstitiel et intracellulaire, etc.).

Métagenomique fonctionnelle : méthode consistant a faire exprimer des fragments d’ADN métagénomique, c’est-a-dire issus de
I’extraction de I'’ADN total d’un échantillon provenant d’un environnement complexe (sol, intestin, océan, air...) par un vecteur héte
(généralement des banques de clones de I'espéece bactérienne E. coli). C’est a ce niveau que sont utilisés les cosmides* ou fosmides* comme
vecteurs des fragments d’ADN. Le but de cette approche est de découvrir de nouvelles enzymes ou de nouvelles molécules sécrétées dans
I’environnement d’ou est issu I’échantillon. Lorsque la présence de la fonctionnalité est repérée dans un clone, on procede au séquencage
du vecteur utilisé pour identifier le ou les génes d’intérét. Elle permet, en particulier, d’accéder a une fraction de la biodiversité microbienne
nettement plus grande que les approches de microbiologie classique (culture directe de micro-organismes). Une illustration est la recherche
d’enzymes permettant de dégrader la cellulose a partir d’un extrait d’ADN d’intestin de termite.

Modélisation moléculaire in silico : ensemble de méthodes a la frontiére de la biologie structurale et de la bioinformatique, qui consiste a
effectuer des calculs informatiques pour reconstruire les structures, effectuer des prédictions structurales ou analyser des propriétés
dynamiques de macromolécules. Elle repose souvent sur I'utilisation d’une description des forces moléculaires qui agissent sur les atomes
pour simuler des mouvements ou trouver des conformations d’énergie minimale. Les données sur les structures des macromolécules
biologiques, obtenues essentiellement a partir de la diffraction des rayons X par leurs cristaux, sont aujourd’hui déposées sur une base de
données publique, la « Protein Data Bank » (PDB). Cette base contient, sous un format standardisé, les données structurales sur les
coordonnées des atomes de plus de 80 000 macromolécules ou complexes. Les données sont accessibles librement en ligne et les
structures peuvent étre visualisées au moyen de divers outils logiciels interactifs, dont un grand nombre sont gratuits pour un usage
académique.

Opéron : unité d’ADN fonctionnelle regroupant des génes sous le contrdle d’un signal moléculaire régulateur. Les génes sont transcrits en
ARN messager ensemble et concourent a la réalisation d’une méme fonction physiologique. Ainsi, les génes d’un opéron sont soit transcrits
tous ensemble, soit aucun n’est transcrit puisqu’ils sont tous sous le contréle du méme régulateur.

(voir encadré p. 18) : le co(t du séquengage d’un génome est
passé en dix ans de 0,250 $ 4 0,317 x 10® $ par paire de
bases [2]. En conséquence, le séquengage d’'un génome
bactérien est devenu tout a fait accessible pour un labora-
toire académique. C’est une source fabuleuse d’informa-
tions et permet de découvrir non seulement de nouveaux
génes, mais également des voies métaboliques devenues
silencieuses. Il devient plus simple de re-séquencer un frag-
ment d’ADN plutét que de stocker les données correspon-
dantes !

Parallélement, le colit de la synthése de séquences
d’ADN s’est effondré. Il est passé en dix ansde 25 $2 0,35 $
par base [2]. La aussi, il est devenu plus simple de comman-
der une séquence d’ADN synthétique (un gene contenant
des mutations ponctuelles, par exemple), plutét que de la
produire par construction en utilisant les méthodes de biolo-
gie moléculaire. Au passage, on pourra toujours élaborer sur
le fait que ’emploi d’un tel gene « synthétique » reléve plus
de la « biologie de synthese » que celui d’'un géne obtenu par
biologie moléculaire seule. On peut rappeler que le couplage
de telles méthodes de synthése a des méthodes d’amplifi-
cation et d’assemblage in vivo a permis a I’équipe de
Craig Venter de construire le génome de Mycobacterium

mycoides, soit 1,08 millions de paires de bases, sans oublier
d’y apposer sa signature (avec une erreur !), qui a été intro-
duit dans une cellule de M. capricolum pour la transformer
finalement en bactérie « synthétique » (on peut discuter le
terme, puisque toute la machinerie moléculaire de la cellule
préexistait) de M. mycoides [3].

L’extraction de I’ADN a partir de biotopes microbiens
(sols, intestin humain, rumen...), suivie du clonage de grands
fragments de 40 a 70 000 paires de bases dans des cos-
mides* ou des fosmides™ et leur expression dans des hétes
tels que E. coli, a fortement renouvelé et élargi les possibili-
tés d’accés a la biodiversité microbienne. En effet, les
méthodes de microbiologie classique (culture de souches
isolées) ne permettent d’isoler qu’une fraction limitée (0,1 %
a quelques %) des espéces présentes. La caractérisation et
la compréhension du fonctionnement du microbiote intesti-
nal humain, dont le rle dans ’homéostase* est tres impor-
tant, en sont I'un des meilleurs exemples : le corps humain
contient dix fois plus de cellules microbiennes (1014) que de
cellules humaines (1019).
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En particulier, la métagénomique fonctionnelle* a pour
objet la recherche d’une fonctionnalité particuliere, telle que
la dégradation de la cellulose, par exemple, dans un biotope
donné. Cette approche permet d’aller au-dela de la simple
annotation putative de génes, en étant certain que le frag-
ment d’ADN isolé, cloné et exprimé contient effectivement un
ou plusieurs génes codant 'activité enzymatique recherchée
[4]. Il est ainsi également possible, du fait de la taille élevée
des fragments d’ADN clonés, d’isoler de nouvelles voies
métaboliques impliquant plusieurs genes présents au sein
d’un opéron*.

Jusqu’au début des années 1980, seules les enzymes
provenant de sources « naturelles », animales, végétales ou
microbiennes (dans ce dernier cas, améliorées éventuelle-
ment par mutagenese des souches productrices), étaient
disponibles. La conjonction des données structurales obte-
nues par diffraction des rayons X par les cristaux d’enzymes
et des possibilités offertes par le génie génétique a conduit a
I’amélioration des biocatalyseurs par mutagenese dirigée,
c’est-a-dire par le remplacement d’un acide aminé par un
autre dans la séquence correspondante. Un exemple est
I’'amélioration de la résistance des enzymes utilisées dans les
lessives (subtilisine) aux agents chimiques oxydants par la
société Genencor dans les années 80. Dans les années 90,
ont été mises au point des méthodes de mutagenese aléa-
toire, par exemple par copie et amplification a erreur des
génes correspondants (« error prone polymerase chain reac-
tion ») et de brassage des fragments de genes modifiés
(« DNA shuffling »*), couplées a des méthodes de clonage,
d’expression et de criblage a haut débit des génes ainsi
mutés. Il est ainsi possible, en procédant a des cycles suc-
cessifs de mutagenése couplés a une sélection/criblage a
haut débit sous pression déterminée (par exemple, la résis-
tance a la dénaturation thermique) d’obtenir une « évolution
dirigée » des propriétés d’un catalyseur enzymatique. Une
telle approche mime, en fait, ce qu’a réalisé le processus
d’évolution au cours des millénaires. Ceci a débouché sur la
mise a disposition d’enzymes de plus en plus performantes.
Aujourd’hui, la combinaison des méthodes de modélisation
moléculaire in silico* basées sur les données structurales, de
dynamique moléculaire, de mutagenése dirigée massive
(remplacement d’un acide aminé par les 19 autres) et de cri-
blage a haut débit, permet de créer de nouvelles activités
enzymatiques non décrites dans la nature, telles que le gref-
fage régiospécifique d’une unité o-D-glucopyranose sur le
carbone C3 d’'un méthyl-rhamnoside pour la synthése
chimio-enzymatique d’oligosaccharides antigéniques [5]
(figure 1). L’équipe de David Baker (Université de Washing-
ton, Seattle) a réussi a créer ex nihilo des activités enzyma-
tigues catalysant des réactions n’existant pas dans le
métabolisme cellulaire (réactions d’élimination de Kemp, de
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rétro-aldolisation et de Diels-Alder), par modélisation molé-
culaire a partir de I'état de transition des réactions chimiques
correspondantes [6] (figure 2).

La conjonction des améliorations de disponibilité et de
performance des techniques analytiques permettant d’iden-
tifier et de quantifier les molécules présentes au temps t
dans une cellule (chromatographie liquide, spectrométrie de
masse, RMN...) a abouti a la possibilité de déterminer avec
précision le profil métabolique d’une cellule cultivée dans
des conditions données, ainsi que les différents flux corres-
pondants. Cette approche est essentielle, en lien étroit avec
la modélisation mathématique de ces flux (il n’existe pas de
modeéle mathématique particulier), notamment pour optimi-
ser la construction d’'une souche destinée a produire une
molécule d’intérét, en obtenant le taux de conversion du car-
bone le plus élevé possible. De plus, grace a la précision des
méthodes de spectrométrie de masse, il est possible d’élu-
cider une voie métabolique en utilisant des molécules
marquées a l'aide d’isotopes froids (isotopes stables
non radioactifs : '3C, D, 1°N).

La biologie de synthése est définie par ’TOCDE comme
« I'ingénierie de composants et de systéemes biologiques qui
n’existent pas dans la nature et la ré-ingénierie d’éléments bio-
logiques existants ; elle porte sur la conception intentionnelle
de systemes biologiques artificiels. » Elle est le résultat des
avancées des connaissances en biologie des systemes et des
progres en capacités de modélisation informatique et moyens
de calcul, couplés aux possibilités de criblage a haut débit
issues notamment des nanotechnologies et de la microflui-
dique. La frontiére avec I'ingénierie métabolique n’est pas
toujours évidente dans les exemples qui sont décrits. Le rap-
port du groupe de travail « Biologie de synthese » du Ministere
de I’Enseignement supérieur et de la Recherche (MESR)
distingue deux approches de ce nouveau domaine [7] :
¢ la construction de systemes métaboliques minimaux, de
dispositifs ou de systémes artificiels biochimiques, ou bio-
mécaniques ayant un comportement spécifié, par 'assem-
blage de « briques » réutilisables et standardisées ;
¢ |la synthése de génomes minimaux afin de mieux appré-
hender le fonctionnement des cellules, et afin de créer des
cellules-hbtes (chassis) capables d’une bioproduction effi-
cace ou de fonctions simples prédéterminées.

Il est évident qu’une réflexion éthique doit accompagner
le développement de ces approches pouvant étre pergues
comme une « artificialisation » du vivant. C’est ce qui a
conduit a la mise en place d’un « Observatoire de la biologie
de synthése » dans le cadre du Conservatoire national des
arts et métiers (Cnam), sous I'’égide du MESR, afin de ras-
sembler et de mettre a la disposition des citoyens I’ensemble
des informations disponibles sur ce domaine [8].



Les principaux procédés qui ont atteint ou sont en cours
de passage a I’échelle industrielle sont décrits ci-apres.

Les travaux d’ingénierie métabolique réalisés par
Genencor entre 1995 et 2002 pour DuPont ont abouti a la
construction d’une souche d’E. coli produisant le propane-
1,3-diol (1,3-PDO) a partir de D-glucose. La voie métabolique
implémentée implique une enzyme du type glycérol déshy-
dratase utilisant la vitamine B12 comme cofacteur. Ces tra-
vaux ont mobilisé 200 ETP (ég. temps plein) pour un co(t
total de construction de la souche microbienne de 40 M$.
Une usine ayant une capacité de production de 50 ki/an
fonctionne depuis novembre 2006 a Loudon (Tennessee). La
concentration finale de PDO est de 135 g/L, avec un rende-
ment de 51 g de PDO/g de glucose (pour un rendement
théorique maximal de 54 g/g), avec une productivité de
3,5 g/L.h [9]. L'association de DuPont a Tate & Lyle permet
de sécuriser I'apport de matiére premiére, le glucose prove-
nant de I’hydrolyse de I'amidon de mais.

Ce bioprocédé permet d’économiser environ 40 %
d’énergie par rapport au procédé de synthese du 1,3-PDO
par voie chimique.

Les applications du Bio-PDO® se situent notamment au
niveau de la production de fibres textiles polyester (Sorona®),
derésines polyester insaturées (Susterra®) et de formulations
cosmétiques et détergentes, en remplacement du propyléne
et du butyléne glycol (Zemea®).

Ce procédé utilise le glycérol comme point de départ
pour une biotransformation par une bactérie anaérobie,
Clostridium acetobutylicum, impliquant une glycérol déshy-
dratase non-vitamine B12 dépendante. La construction de la
souche microbienne a mobilisé 32 ETP de 1997 a 2012. Une
usine ayant une capacité de production de 8 ki/an est en
cours de construction en Malaisie afin de disposer, comme
matiére premiére, de la glycérine (glycérol brut) provenant de
la production de biodiesel a partir d’huile de palme. Le retard
du démarrage de cette unité a obligé MetEx a supprimer
35 postes en décembre 2012, pour revenir a un effectif de
76 personnes.

Depuis 2002, NatureWorks LLC, filiale de Cargill, produit,
a partir d’acide lactique provenant de la fermentation du
D-glucose du PLA, un polylactide dans son usine de Blair
(Nebraska) dont la capacité est de 140 kt/an. L’acide lactique
est transformé par voie chimique en lactides, dont la polymé-
risation conduit au PLA (Ingeo®). Un point essentiel du pro-
cédé est la purification du mélange de lactides par distillation.
En 20083, Cargill a construit la plus grande capacité mondiale
de fermentation lactique au monde pour approvisionner la
production de PLA. En octobre 2012, un co-investissement
de 150 M$ de PTT Global Chemical a été annoncé pour
construire une deuxiéme unité de production en Thailande.

Les applications du PLA vont des fibres textiles aux
emballages. On peut noter un avantage tres significatif au

plan environnemental du PLA par rapport au PET (polyéthy-
lene téréphtalate) (tableau II).

Tableau Il - Comparaison des éco-profils du PLA (Ingeo®) et du PET.
*1G : 1°"® génération ; 2G : 2° génération.
Source : http://natureworkslic.com.

Emission CO, équivalent

Produit | O, éq./kg polymere) r(‘,\‘;lrJ‘ /LZ“;;‘; ‘:r';?:;
PET 3,2 80,3

PLA 1G* 2,0 50,2

PLA 2G* 13 42,2

L’acide succinique est un acide dicarboxylique tétracar-
boné :

O

HO)WOH

0

Il est utilisé directement comme agent aromatisant ou
comme intermédiaire dans la synthése de nombreux pro-
duits chimiques, notamment de fibres polyesters.

Deux projets de production d’acide succinique biosourcé
sont en cours de passage a I’échelle industrielle :

* BioAmber

A lorigine partenariat entre DNP Green Technology et
ARD, BioAmber a développé la production d’acide succi-
nique par biotransformation du D-glucose par voie bacté-
rienne initialement, puis par levure (collaboration avec
Cargill). En effet, la levure ayant un pH optimal plus bas, il est
possible d’obtenir directement la forme acide et non pas le
sel, ce qui est le cas a pH neutre. DNP Green Technology a
obtenu un financement de 12 M$ en 2009 et est devenue
BioAmber Inc. en 2010. Une usine est en cours de construc-
tion a Sarnia (Ontario), en collaboration avec Mitsui pour la
production de 17 kt/an d’acide succinique biosourcé a partir
de 2013. Elle devrait produire a terme 34 kt/an d’acide suc-
cinique et 23 kt/an de butane-1,4-diol (BDO), obtenu par
hydrogénation de I'acide succinique (technologie DuPont).
Deux autres usines sont envisagées, I'une en Thailande et
I’autre au Brésil, ayant chacune une capacité de production
de 65 kt/an d’acide succinique et de 50 kt/an de butanediol.

* Roquette/DSM (Reverdia)

Depuis 2008, Roquette Freres a développé avec DSM
une voie de production d’acide succinique a I'aide de levure
(Biosuccinium®) opérant a bas pH. Cette association 50/50
a donné naissance a la société Reverdia. Une unité de pro-
duction de 10 kt/an de capacité a été implémentée sur le site
de Roquette a Cassano Spinola (ltalie). Elle a démarré sa
production fin 2012.

La société Amyris Biotechnologies a été fondée en 2003
par Jay D. Keasling (Université de Berkeley) et quatre de ses
étudiants postdoctoraux. Son premier projet a été la produc-
tion de I'acide artémisinique, précurseur de I'artémisinine, un
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Diesel

antipaludéen produit par I'armoise, grace a un financement
de la fondation Bill et Melinda Gates a hauteur de 2,4 M$.
Pour cela, il a fallu réussir a cloner la voie du mévalonate
(figure 3), aboutissant a I'isopentényl-pyrophosphate, chez
E. coli, puis chez Saccharomyces cerevisiae. Ce produit a
été licencié a Sanofi, qui en développe la production indus-
trielle en Italie. Forte de ce succes, Amyris a recruté comme
PDG John Melo, ancien PDG de BP USA, et a installé une
division au Brésil pour produire un « drop-in » biodiesel, le
farnésane, c’est-a-dire un produit directement substituable
au diesel. Le remplacement des trois dernieres étapes de la
synthése de I'acide artémisinique par une seule étape cata-
lysée par une farneséne synthase (figure 3) conduit en effet
au trimere insaturé de l'isopréne, le farnéséne (Biofene®). Sa
réduction par hydrogénation méne directement au farné-
sane. L’objectif était la construction de deux usines ayant
chacune une capacité de production de 150 ML/an de farné-
séne, avec un point d’étape correspondant a la production
de 40 a 50 Mt en 2012. Ce résultat n’ayant pas été atteint, la
sanction du marché a été une perte de 90 % de la valeur de
’action en mai 2012. Total, qui détient 21 % du capital
d’Amyris, va débloquer 82 M$ sur trois ans pour poursuivre
le projet.
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Ceci montre a la fois la possibilité de mettre en ceuvre des
approches d’ingénierie métabolique semblables pour les
domaines des biotechnologies rouges (santé) et des bio-
technologies blanches, et la marge de manceuvre nettement
plus étroite lorsque I'on vise des produits de commaodité
pour lesquels le rendement, le titre final et la productivité
sont essentiels.

La firme de pneumatiques GoodYear a lancé en 2007 un
partenariat avec Genencor pour produire de I'isoprene a par-
tir de D-glucose a I'aide de souches d’E. coli modifiées géné-
tiguement par clonage de I'isopréne synthase. L’isopréne est
le monomeére de base pour I'obtention du latex :
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Initialement prévue en 2013, I'industrialisation de ce pro-
cédé a été retardée du fait de I'acquisition de Danisco et sa
filiale Genencor par DuPont en 2011. Elle est actuellement
en attente de décision d’investissement.
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On constate que les entreprises qui ont fait le choix de
devenir des producteurs industriels ont connu des difficultés
significatives et des retards importants a I'industrialisation,
soit du fait de performances insuffisantes pour atteindre les
seuils de rentabilité (Amyris, Gevo) lors du passage du pilote
a 'usine, soit de problemes de construction de telles usines
(Metabolic Explorer). Ceci souligne le caractére incontour-
nable de I'expérience industrielle, sous tous ses aspects.

Il est évident que la vitesse et I'étendue du développe-
ment des biotechnologies blanches seront intimement liées
a la viabilité économique des procédés correspondants, et
seulement a cette viabilité. Les arguments concernant
I'origine « biosourcée » des matiéres premieres utilisées, le
caractere renouvelable du carbone, les économies d’énergie
réalisées, ne valent que si le prix de revient final du produit
est inférieur a celui du produit obtenu par les procédés tradi-
tionnels a partir de carbone fossile dans des installations
industrielles largement amorties.

Pourra-t-on longtemps assister a la promotion en Europe
d’emballages en PET « biosourcé », produits en Inde a partir
d’éthylene fabriqué au Brésil a partir de bioéthanol provenant
de la fermentation de sucre de canne ?

L’avenir des biotechnologies industrielles dépend donc
de plusieurs parameétres :

e La disponibilité de carbone renouvelable de maniére fiable
et a un prix compétitif et stable par rapport au carbone fos-
sile : aujourd’hui, seules les matiéres premiéeres de premiére
génération (glucose, saccharose, huiles végétales, glycérol)
sont effectivement disponibles a I’échelle industrielle. Le
débat sur leurs conditions de production (huile de palme,
sucre brésilien) et sur la compétition entre usages alimen-
taires et usages non alimentaires oblige a rechercher des
solutions du cété de la biomasse lignocellulosique, méme si
aucune solution simple n’existe a I'’heure actuelle. Faut-il
privilégier la dégradation thermochimique ou bien I'attaque
chimique ou chimio-enzymatique ? Faut-il utiliser les copro-
duits de I'agriculture (bagasse, rafles de mais, son...) ou la
filiere forestiére (la seule qui soit a peu prés organisée), plutot
que des cultures dédiées (quelle rémunération pour les agri-
culteurs ?) ? On observe, par exemple, que la société
Coskata, qui avait basé ses bioprocédés sur I'utilisation de
gaz de synthése produits par gazéification de biomasse, a
récemment décidé d’utiliser le gaz de schistes abondam-
ment disponibles aux Etats-Unis, et de faire ainsi I’économie
de I'étape de gazéification [10].

e La capacité de développer des biocatalyseurs (enzymes,
micro-organismes, consortia microbiens) performants per-
mettant d’atteindre des rendements, des productivités et
des concentrations finales de produit assurant la compétiti-
vité des procédés correspondants: c’est I'objectif du
démonstrateur préindustriel Toulouse White Biotechnology,
financé en 2011 par I’ANR dans le cadre des Investissements
d’avenir [11]. L'utilisation conjointe d’approches d’ingénierie
enzymatique, d’ingénierie métabolique, de biologie de syn-
thése et de génie biochimique, de plus en plus performantes,
permettra d’atteindre cet objectif.

Il s’agit donc, pour I'instant, d’une évolution de I'existant,
grace a des connaissances fondamentales de plus en plus
approfondies, des méthodologies de plus en plus perfor-
mantes, un contexte favorable lié a une prise de conscience
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disponibles, afin de trouver les solutions optimales.
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Mise a jour du catalogue
plus de 8 000 noueaux produits

Alfa Aesar, a Johnson Matthey Company, annonce la sortie de son catalogue 2013-2015 de produits
chimiques, métaux et matériaux pour la recherche. Ce nouveau catalogue inclut plus de 8000 nouveaux
produits parmi lesquels :

des réactifs de click chemistry,
des chlorures de sulfonyle,

des acides carboxyliques, Lo
des acides boroniques, W A~ o cremicds
des organofluorés, = i
des réactifs de Grignard,
et bien d’autres encore.

e des benzéne sulfonamides,

e des benzamides,

e des catalyseurs homogenes a base
demétaux précieux,

e des ligands chiraux,

e des thiourées,

e des composés hétérocycliques,

Un grand nombre de ces nouveaux produits sont uniques et disponibles exclusivement auprés
d'Alfa Aesar.

Demandez votre catalogue www.alfa.com
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