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Pierre Monsan est docteur d'Etat, professeur et ingénieur en génie
biochimique de ['Institut national des sciences appliquées (INSA] de
Toulouse et professeur aux Mines ParisTech (option Biotechnologie).
Ilest membre Senior de 'Institut universitaire de France et ['un des
membres fondateurs de [’Académie des Technologies. Il travaille
essentiellement dans le domaine d'approches enzymatiques et
biochimiques au niveau de la création de nouveaux composeés.

Une pénurie de ressources
est annoncée pour toute une
série d"éléments (voir le Cha-
pitre de B. Goffé), en parti-
culier pour le carbone fos-
sile. Celui-ci est utilisé par
les activités de la chimie, et
en constitue actuellement, a
plus de 90 %, la principale
ressource pour construire
les molécules (voir le Cha-
pitre d’aprés la conférence de
C. Rupp-Dalhem).

Il est donc temps de trouver
d’autres sources de carbone.
On pense en particulier au
carbone renouvelable d’ori-
gine agricole, que ce soient les
matiéres premiéres agricoles
ou leurs sous-produits. Il est
clair que nous ne remplace-

rons pas du jour au lende-
main le carbone fossile par du
carbone renouvelable, mais il
s'agit de nous préparer a cette
pénurie qui est inéluctable.
Cette préparation, qui passe
par de la recherche alliant en
particulier des biologistes,
chimistes et agronomes,
nous aidera a résisterau choc
lorsque le baril de pétrole de-
viendra trop cher.

Ilest égalementindispensable
de développer des procédés
aussi éco-compatibles que
possible, ce qui est une ca-
ractéristique assez générale
des procédés biologiques.
Comment nous préparons-
nous a l'ére du carbone re-
nouvelable ?
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La valorisation des
agro-ressources : ou
en sommes-nous ?

1.1. Une réalité industrielle

La valorisation biologique
du carbone renouvelable
a partir de la biomasse est
déja une réalité industrielle
aujourd'hui.’ De nombreux
procédés ont été développés
permettant de fabriquer a
partir d'agro-ressources des
composés d’intérét industriel
a des échelles qui sont tout a
fait conséquentes.

Citons par exemple le bioétha-
nol pour les carburants, pro-
duita 30 millions de tonnes par
an, voire davantage. Les iso-
glucoses, qui sont des sucres
produits essentiellement
a partir d'amidon de mais,
s'élevent quantaeuxa 15 mil-
lions de tonnes de production
par an. Ces chiffres sont re-
présentatifs d'une véritable
biochimie lourde, loin déja
de U"échelle du laboratoire.
Pour d’autres intermédiaires,
nous passons a des échelles
plus modestes : le glutamate
est produit a 1,5 millions de
tonnes par an, l'acide citrique
a 1 million de tonnes, tan-
dis que l'acide lactique est
a 0,25 million de tonnes, et
pour les antibiotiques, on des-
cend a 30000 tonnes par an
(Tableau 1).

1.2. Les défis du carbone
renouvelable

Le premier enjeu concerne
les produits bio-sourcés dits

1. Voir aussi : Dinh-Audouin M.-T.,
Le végétal, un relais pour le pé-
trole ? (2011). LAct. Chim., 351 :
24-27.

de premiére génération, qui
sont obtenus a partir de la
biomasse immédiatement dis-
ponible, c'est-a-dire 'amidon,
ou le glucose obtenu par hy-
drolyse de l'amidon, le sucre
de betterave ou de canne (sac-
charose), les huiles végétales
(colza, tournesol, palme].
Toute cette matiere premiére
industrielle de premiere gé-
nération est cependant en
compétition avec des usages
alimentaires, avec la priorité
de nourrir la population pla-
nétaire en croissance conti-
nue, comme rappelé dans le
Chapitre de J.-L. Morel.

La recherche se penche donc
aujourd’hui sur la deuxiéme
génération, ce qui consiste
a utiliser la plante entiére, et
en particulier tous les co-pro-
duits de Uindustrie agricole.
Ainsi, a coté du blé, on ré-
coltera du son et de la paille.
L'exploitation du bois est éga-
lement en vue, s’il est issu
d'une exploitation rationnelle
des foréts, constituant aussi
dans ce cadre une source de
carbone renouvelable.

Production industrielle
d'intermédiaires chimiques
bio-sourcés par des procédés de
biotechnologie industrielle (en
millions de tonnes par an).
Source : Pr. Wim Soetaert, 2006.

Bioéthanol 30
Isoglucose 15
Glutamate 1,5
Acide citrique 1
Acide lactique 0,25
Acrylamide 0,20
Antibiotiques 0,03



A partir de l'ensemble de
ces sources de carbone, on
cherche aaccéder a toute une
série de composés d'intérét
industriel, dont certains sont
déja largement produits au-
jourd'hui. On peut citer entre
autres les intermédiaires ci-
tés précédemment pour la
chimie, des antibiotiques, des
acides aminés, des enzymes,
des matériaux plastiques, des
édulcorants, ou encore des
tensioactifs (peintures, colles,
etc.).

Les biotechnologies
blanches face au défi
du carbone renouvelable

2.1. Classification des
biotechnologies

Les enjeux du carbone renou-
velable issu de la biomasse
ont conduit a 'émergence de
ce qu'on appelle aujourd hui
les biotechnologies indus-
trielles ou biotechnologies

blanches. Rappelons que les
biotechnologies regroupent
plusieurs domaines, que l'on
a distingués par des cou-
leurs : ainsi les biotechnolo-
gies médicales sont dites bio-
technologies rouges, celles
concernant le végétal (par
exemple les recherches sur
les OGM] sont des biotech-
nologies vertes ; en bleu cor-
respond le milieu de la mer,
et en jaune l'environnement
(Figure 1).

2.2. Les biotechnologies
blanches

Les biotechnologies blanches
ont pour objet la fabrication
de produits chimiques et de
bioénergie a l'échelle indus-
trielle par l'utilisation de la
biomasse végétale comme
matiere premiére renouve-
lable (Figure 2).

A ces fins, les chercheurs ont

recours a des procédés utili-
sant des enzymes ou des mi-

Les couleurs des biotechnologies.

Pi_'nﬁéines Mapeu{lquas.

Biotechnologies rouges
Applications médicales

diagnostics, thérapie génique

Biotechnologies vertes
Le végétal
Agriculture, alimentation, OGM...
LY
=1l® DLO

e
Biotechnologies blanches
Biotech. industrielle

-

Biotechnologies jaunes

L'environnement
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Les biotechnologies blanches

ont pour objet la fabrication de
produits chimiques, de matériaux
et de bioénergie a 'échelle
industrielle par Uutilisation de

la biomasse comme matiére
premiére renouvelable. Leur
principe de base est l'utilisation
confinée de micro-organismes et/
ou d’enzymes.

cro-organismes « sauvages »
ou génétiqguement modifiés,
c’est-a-dire recombinants?
(voir le paragraphe 6.1). La
condition primordiale est,
dans ce dernier cas, qu'ils
soient utilisés dans des réac-
teurs de maniere confinée,
sans conduire a un relargage
dans l'environnement. Cela
est déja réalisé, par exemple,
dans la fabrication indus-
trielle d'acides aminés comme
la thréonine.

Dans ce cadre, les bioraffine-
ries sont amenées a se déve-
lopper de plus en plus (voir la
fin du chapitre) : leur concept
repose sur une exploitation
maximum des matiéres pre-
miéres végétales ; au-dela
de l'amidon ou du sucre, ce
sont également les matiéres
premiéeres ligno-cellulosiques

2. La technologie dite de UADN re-
combinant est largement utilisée
dans des recherches en biotech-
nologie, ou des molécules d’ADN
provenant de plusieurs sources
sont clonées, par exemple pour
8tre exprimées dans des cultures
cellulaires quivont synthétiser des
protéines d'intérét (par exemple
thérapeutique).

(lignine, cellulose et hémicel-
lulose) qui sont concernées.

Les enjeux du carbone
renouvelable ont conduit
a U"émergence des bio-
technologies blanches,
qui ont pour objet la fa-
brication industrielle
de produits chimiques,
de matériaux et de bio-
énergie a partir de la bio-
masse végétale.

2.3. Un domaine de recherche
en plein essor

Les biotechnologies blanches
sont un domaine qui s'est
considérablement développé,
grace aux nombreux progres
réalisés en ingénierie méta-
bolique (développée dans la
partie 3], ol les techniques
sont aujourd’hui treés au point
pour concevoir et construire de
nouveaux micro-organismes.
Les chercheurs sont en effet
dotés de nouveaux outils, en
particulier informatiques :
on peut aujourd’hui modéli-
ser les voies métaboliques de




maniére trés approfondie et
les optimiser in silico de ma-
niére a voir sur ordinateur
les effets des productions de
composés d'intérét, comme
nous allons le décrire dans le
paragraphe 6.1. Cette modé-
lisation métabolique aboutit
ainsiaune véritable ingénierie
des micro-organismes pour
les transformer en «usines
cellulaires » (biologie de syn-
thése).

Grace a ces nouveaux outils,
la recherche connait une
évolution tellement impor-
tante que l'on est, notam-
ment, en train de dépasser
la loi de Moore pour linfor-
matique dans le domaine du
séquencage de UADN et de
sa synthése (Figure 3). Trés
récemment a été annoncée
par des fabricants la mise sur
le marché de deux machines
de séquencage d’ADN pour
fin 2012 qui vont permettre
de séquencer des génomes

humains en un jour pour
1000 dollars... Quelques an-
nées plus tot, le biologiste
américain Craig Venter avait
séquencé le premier génome
humain en plus de cing ans,
avec un co(t de trois mil-
liards de dollars. On réalise
que U'évolution a été extra-
ordinaire, puisqu'aujourd hui
on se demande méme s'il ne
vaut pas mieux re-séquencer
des génomes, plutdt que de
stocker systématiquement
d'énormes quantités de don-
nées dans un ordinateur. Le
prix du séquencage diminue
tellement que cela devient fa-
cilement envisageable.

Dans le méme temps, le prix
de la synthése purement
chimique de génes diminue
également de maniére trées
significative. Ainsi, méme
dans des laboratoires qui
sont en pénurie de crédits
de fonctionnement, on peut
aujourd’hui se permettre de

107
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d’oligomeéres [fragments d’ADN] et
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Ressources

renouvelables

Micro-organismes

Usines cellulaires

Produit final
d’intérét
industriel

L'ingénierie métabolique, ou
comment concevoir de nouveaux
micro-organismes comme usines
cellulaires ?

commander des génes au lieu
de les bricoler avec des en-
zymes de polymérisation !
Avec ces outils a disposition
des chercheurs, ol en est
aujourd’hui la recherche en
ingénierie métabolique ?

Lingénierie
métabolique

3.1. Les enjeux pour
développer lutilisation
de carbone durable

Lingénierie métabolique est
un outil essentiel pour les
biotechnologies blanches,
car c’est elle qui permet, a
partir de ressources renou-
velables, de fabriquer des
produits d'intérét industriel,
et en particulier des inter-
médiaires pour la chimie. Il
s’agit donc de transformer les
micro-organismes en véritables
usines cellulaires capables de
fabriquer tel ou tel composé
qui nous intéresse (Figure 4).

Le souci majeur des indus-
triels est de développer des
procédés dans des conditions
économiquement viables. Le
probléme se pose notamment
dans le cas de certains bio-
carburants. Il s'agit d’assurer
unrendement en carbone qui
soit aussi élevé que possible,
de maximiser la vitesse de
production, ainsi que les
concentrations des composés

dans les milieux de produc-
tion, de maniéere a diminuer
les colits de purification en
aval. Notons, en particulier,
que les réactions s’effec-
tuent quasiment toujours
dans des milieux aqueux, ce
quiimplique des colts élevés
lorsqu’il faut évaporer et trai-
ter l'eau.

3.2. Une démarche cyclique
et itérative

L'ingénierie métabolique est
pratiquée dans une démarche
cyclique et itérative, avec pour
objectif une amélioration di-
rigée de la synthese d'un
produit par la modification de
voies métaboliques existantes
ou l'introduction de nouvelles
voies métaboliques.

Pour cela, on va modéliser
les flux métaboliques grace
a Uoutil bioinformatique
(abordé dans la partie 5),
puis construire le micro-or-
ganisme dans lequel on aura
ajouté de nouveaux cataly-
seurs enzymatiques (par-
tie 6) pour catalyser les dif-
férentes étapes nouvelles de
ce métabolisme, et dont on
aura éventuellement enlevé
des étapes génantes qui di-
minueraient le rendement
de carbone. Puis on va tester
ces nouvelles souches dans
un fermenteur et mesurer
les flux métaboliques. Si les
résultats sont satisfaisants,
on passera a l'échelle réac-
tionnelle supérieure, et, dans
le cas contraire, on repartira
de maniére itérative dans une
analyse informatique, et ainsi
de suite. Ainsi, de maniére
progressive, on adaptera un
micro-organisme a ce role
d'usine cellulaire recherché
(Figure 5).



Optimiser la voie biologique allant
de la matiere premiéere au produit

_—

o : .~ :
Bioinformatique \? Construction

Biologie moléculaire

de |la souche

Identifier la meilleure recombinante

@ voie biologique

-

[

Construire la bactérie
qui utilise cette voie
métabolique

Pilote a I'échelle
laboratoire

Valider 'efficacité de la
voie métabolique
choisie in silico - .
Flux métaboliques

Quantifier les modifications

realisées pour savoir ce qui
doit étre fait apres

Outils et stratégie de l'ingénierie métabolique : du produit a la bactérie, une démarche cyclique et itérative
alternant prédictions informatiques et expériences in vivo dans des cultures cellulaires.

3.3. Un exemple d’ingénierie
métabolique dans les
biotechnologies rouges :
synthése d'un antipaludéen,
lartémisinine

Citons un exemple d'ingénie-
rie métabolique, celle déve-
loppée par la société Amyris,
fondée en 2004 par le pro-

fesseur Jay D. Keasling et
ses quatre chercheurs post-
doctorants de U'Université
de Berkeley. Cette société
s'est intéressée a l'artémisi-
nine, molécule naturelle aux
propriétés antipaludéennes
synthétisée par l'armoise (Fi-
gure 6) selon lavoie de biosyn-
theése bien connue du mévalo-

Lartémisinine est un antipaludéen
issu de larmoise. Grace a
l'ingénierie métabolique et aux
connaissances de la chimie de
biosynthése de cette molécule
par la plante, il a été possible
de développer un procédé pour
H i synthétiser dans un bioréacteur

g jusqu'a plusieurs dizaines de g par

wH

litre de milieu de culture (alors
que la concentration initiale avant
optimisation était de 1 ug par litre].

Artémisinine
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nate (décrite dans le Chapitre
de M. Rohmer).

Comme dans le cas de nom-
breuses molécules thérapeu-
tiques naturelles, telles que
le taxol (voir le Chapitre de
F. Guéritte), sa concentration
dans la plante est tres faible,
ce qui empéche d'envisager
son extraction industrielle.
L'équipe de Jay D. Keasling a
donc utilisé la voie du méva-
lonate afin d'accéder a l'acide
artémisinique, précurseur
de l'artémisinine, grace a un
clonage dans une bactérie
Escherichia coli, puis dans
une levure Saccharomyces
cerevisiae, qui s'est chargée
de réaliser cette biosynthese
a grande échelle, au cours
des années 2004-2006.° Pour
cela, l'équipe a bénéficié d'un
financement la Fondation Bill
et Melinda Gates a hauteur
de quelques centaines de
millions de dollars pour la
société Amyris. Cela a permis
de mettre au point ce pro-
cédé, quiaalors été licencié a
Sanofi ou il est actuellement
développé a "échelle indus-
trielle.

3.4. Un transfert réussi des
biotechnologies rouges aux
blanches

Suite a ce succes de synthése
de l'acide artémisinique, la
société Amyris a recruté John
Melo, ancien président de
BP aux Etats-Unis, puis s’est

3. Ro D.-K., Paradise E.M., Ouel-
let M., Kisher K.J., Newman K.L.,
Ndungu J.M., Ho K.A,, Eachus R.A.,
Ham T.S., Kirby J., Chang M.C. Y.,
Withers S.T., Shiba Y., Sarpong R.,
Keasling J.D. (2006). Production of
the antimalarial drug precursor
artemisinic acid in engineered
yeast, Nature, 440 : 940-943.

installée au Brésil, pays bien
connu pour sa production a
bas prix de sucre [canne a
sucre). Elleyaalors exploité le
sucre, non pas pour produire
de l'acide artémisinique, mais
pour utiliser cette méme voie
du mévalonate en modifiant
les dernieres étapes afind'ac-
céderaune autre molécule in-
téressante : le farnésene. Ce
triterpéne (molécule a quinze
carbones, voir le Chapitre de
M. Rohmer, Encart « Dans la
famille des isoprénoides »)
peut étre hydrogéné (voir la
partie bleue de la Figure 7)
pour former le farnéséne,
qui se trouve étre un excel-
lent substitut du diesel. Il est
peut étre utilisé pour faire ce
qu'on appelle un «drop-in »,
c'est-a-dire qu’il peut rempla-
cer directement le diesel en
le versant dans le réservoir
d’'une automobile sans pro-
bléme d'adaptation. Le projet
est actuellement développé
de maniére conséquente, avec
la visée de la construction de
deux usines de 150 millions
de litres de farnésene de ca-
pacité ! Cette industrialisa-
tion, initialement annoncée
pour 2012 avec la production
de 40 a 50 millions de tonnes
de produit, a été récemment
retardée, et la mise en place
d'associations avec Total et
Cosan pour la production in-
dustrielle a été annoncée. La
méme voie peut d'ailleurs étre
utilisée pour accéder égale-
ment a de nombreux autres
composés, dont on peut adap-
ter les caractéristiques pour
en faire non pas du diesel,
mais un substitut du kéroséne.
Ainsi il a été possible d'uti-
liser un méme procédé issu
d'une ingénierie métabolique
pour développer un produit du
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domaine des biotechnologies
rouges (santé), tout autant que
pour celui des biotechnologies
blanches pour faire du biocar-
burant (Figure 7).

Pour développer cette pla-
teforme technologique, le
recours a toute une série de
robots a été essentiel pour
pouvoir construire des micro-
organismes lici, des levures)
en les optimisant dans un
premier temps au niveau de
microplaques a 96 puits, avant
de passer au petit fermenteur,
suivid'un fermenteur de 5 m®,
puis pour terminer a grande
échelle (Figure 8). Cette dé-
marche cyclique (voir aussila
Figure 5) sera détaillée dans
le paragraphe 6.1.

3.5. Lingénierie métabolique
pour produire des
intermédiaires et des
polymeres

Les progrés en ingénierie
métabolique ont également
donné lieu a de nombreux
développements industriels

en biotechnologies blanches
pour accéder a des intermé-
diaires chimiques variés, tels
que des polymeéres, a partir
de sources végétales. Citons
la synthése de l'acide lac-
tique par la société Cargill/
NatureWorks, pour fabri-
quer de l'acide polylactique
(PLA, « polylactic acid ») dans
la production de fibres tex-
tiles. De son coté, DuPont a
développé avec Genencor et
Tate&Lyle la production de
U'isobutanol et du 1,3-propa-
nediol (PDO)J, ce dernier étant
un monomere précurseur de
fibres polyesters Sorona®.
Les sociétés Cargill et No-
vozymes fabriquent quant a
elles de l'hydroxypropionate
pour le méme type d'appli-
cation. GoodYear et Genen-
cor développent un procédé
d'acces al’isopréne, molécule
a la base des isoprénoides,
ces composés naturels bien
connus aux propriétés biolo-
giques souvent intéressantes
(décrits dans le Chapitre de
M. Rohmer). Dans le méme

Une plateforme technologique
développée par la société Amyris
pour la production de multiples
produits.
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La standardisation et
l'automatisation a permis aux
biotechnologies de faire un

bond considérable dans le
développement de procédés
d’ingénierie métabolique.

A) pratiques traditionnelles
(relativement lentes, chéres et
propices aux erreurs :

1] planification de main-d'ceuvre,
2] constructions a la main ;

3] obtention de 40 souches par
cycle [cycle de 4 semaines avec
4 équivalents temps plein).

BJ Construction

automatisée [rapide, peu cher et
fiable) : 1) assisté par ordinateur ;
2] plateforme de conception
robotique ; 3) obtention de 5000
souches par cycle (cycle de 6
semaines avec 4 équivalents temps
plein).

A) Pratiques traditionnelles

créneau, le groupe Michelin
a signé des accords avec la
société Amyris. Par ailleurs,
Roquette (voir le Chapitre
d’aprés la conférence de
C. Rupp-Dahlem) produit de
l'acide succinique avec DSM,
et de la méthionine avec Me-
tabolic Explorer, une jeune
start-up dynamique qui est
en train de construire une
usine en Malaisie pour faire
du 1,3-propanediol. Genoma-
tica s’intéresse de son coté
au 1,4-butanediol pour faire
du butadiéne, etc. (Tableau 2).

Ainsi l'industrie des intermé-
diaires chimiques bio-sourcés
est en plein essor, avec a la
fois des usines en construc-

tion et des usines qui tournent
actuellement pour fabriquer
ces produits.

Les recherches en ingénie-
rie métabolique conduisent
au domaine de la biologie de
synthése, dont L'objet est la
construction d'usines cellu-
laires microbiennes.

La biologie
de synthése

4.1.0u en est la recherche ?

Dans ce domaine, il faut évo-
quer les recherches du biolo-
giste américain Craig Venter,
quia publié enjuillet 2010 ses
travaux sur la synthese d'un



L'ingénierie métabolique dans les entreprises de la chimie.

Produits développés par ingénierie métabolique
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chromosome totalisant plus
de 1 million de paires de bases
mises bout a bout chimique-
ment - chromosome ou il a
d'ailleurs signé son propre
nom grace a une séquence
de nucléotides ! -, et qu'il a
introduit dans une bactérie
(Mycoplasma capricolum) pour
la transformer en une autre
(Mycoplasma mycoides). Il a
ainsi pu faire vivre pour la
premiere fois un micro-orga-
nisme comportant un chro-
mosome synthétique... de la
a dire qu’il a créé du vivant,
nous en sommes encore loin,
voire trés loin (Figure 9).

4.2. Le vivant pose encore
un défi aux biologistes

L'un des réves de Craig Venter
serait de créer ce qu'on ap-
pelle le « bug minimal », c’est-
a-dire le micro-organisme le
plus simple possible, la cel-
lule minimale qui contiendrait
juste l'information génétique
nécessaire pour se reproduire
et dans laquelle on pourrait
injecter a volonté telle ou
telle voie métabolique qui
permettrait d'accéderatelou
tel composé chimique... Cela
reléve bien encore du « réve »,
car le vivant pose encore des
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Travaux de J. Craig Venter, ot un
chromosome a été entierement
synthétisé chimiquement pour étre
inséré dans une bactérie.

Insertion d’un vecteur de levure
dans un génome bactérien

L H
Isolement
RésollV
Bactérie

Cellule réceptrice

Transplantation

Méthylation
(si nécessaire)

Isolement

O

génétiguement modifiée

de bactérie cloné
dans la levure

O

Génome avec
un vecteur de levure

Transformation

Génome

Agénierie

génomique

mystéres a l’homme, et ne
se comporte pas compléte-
ment comme on le souhaite-
rait. Le vivant posséde certes
une information génétique,
mais il dispose aussi de tout
un codage de la régulation du
controle de cette information,
que l'on ne connait pas encore
completement. Ily a quelques
années encore, personne ne
parlait de micro-ARN ni d’épi-
génétique’; aujourd’hui, on
sait qu'il existe un controdle
tres concret et précis de U'ex-

4. A propos des phénomeénes de
régulations épigénétiques, voir
La chimie et la santé, au service
de 'homme, coordonné par M.-T.
Dinh-Audouin, R.A. Jacquesy, D.
Olivier et P. Rigny, EDP Sciences,
2010.

pression du patrimoine géné-
tique, a la base dailleurs d'un
certain nombre de patholo-
gies. Les biologistes ont donc
la un défi de taille a relever.

Les recherches sur la com-
préhension du vivant sont
depuis la fin du XX® siécle
menées selon l'approche glo-
bale des « -omiques »°, qui se
combinent avec les modélisa-
tions réalisées en ingénierie
métabolique. En amont, la
génomique consiste en l'ana-
lyse du patrimoine génomique

5. A propos des « -omiques », voir
La chimie et la santé, au service de
l'homme, chapitre de D. Mansuy,
coordonné par M.-T. Dinh-Audouin,
R.A. Jacquesy, D. Olivier et P. Ri-
gny, EDP Sciences, 2010.
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métabolome
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I'ensemble des
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fluxome
analyse des
vitesses de

conversions
métaboliques

('ADN), puis la transcripto-
mique s’intéresse a l'expres-
sion de ces génes (a travers
UARNJ, la protéomique ana-
lyse les protéines dans une
cellule, et la métabolomique
couplée a la fluxomique étu-
dient les métabolites et leurs
flux dans l'organisme, et vont
étre l'outil-clé de la biologie
de synthése pour construire
des usines cellulaires, comme
nous allons le voir a présent
(voir la Figure 10).

La métabolomique
et la fluxomique

5.1. Définitions

La métabolomique s’inté-
resseal’étude des molécules
chimiques qui se trouvent
dans les cellules vivantes a
un temps donné. L'étude peut
aussi bien concerner une cel-
lule de notre corps qu'une
cellule de levure dans un fer-
menteur.

En analysant conjointement,
etadestempsdifférents, l'ex-
pression des génes, les pro-
téines synthétisées a partir

de ces génes, et les molécules
chimiques issues du méta-
bolisme réalisé par ces pro-
téines, on va pouvoir mettre
en évidence des flux: c'est
l'objet de la fluxomique (Fi-
gure 10). Cette étude intégra-
tive, considérant l'organisme
vivant dans sa globalité, doit
permettre de répondre a la
question : dans quelle voie
métabolique vont les flux de
carbone, dans telle ou telle
condition de culture ?

5.2. Développement de
bioprocédés : les usines
cellulaires

Les connaissances des mi-
cro-organismes et de leur
physiologie issues des études
de la métabolomique vont
permettre de concevoir des
usines cellulaires, ces micro-
organismes qui synthétisent
des molécules d'intérét pour
la recherche et Uindustrie.
Pour cela, les biologistes dis-
posent de fermenteurs dans
lesquelsils mettent en ceuvre
ces micro-organismes dans
des conditions confinées et
contrdlées au niveau du pH,

La métabolomique, une approche
intégrative dédiée a l'analyse

du métabolisme a l'échelle du
systéme biologique.
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Un fermenteur, pour mettre en
ceuvre de maniére confinée et
contrélée des micro-organismes
pour la synthése de molécules par
culture microbienne.

de la température, du milieu
nutritif, etc., conditions qu’ils
optimisent afin d'orienter la
culture de ces micro-orga-
nismes en vue de la produc-
tion souhaitée (Figure 11).

Dans le cadre du développe-
ment de micro-organismes
comme usines cellulaires,
les biologistes mettent éga-

lement au point de nouvelles
enzymes comme catalyseurs
biologiques dans leurs pro-
cédés de production : c'est
l'objet de l'ingénierie enzy-
matique.

Lingénierie
enzymatique

Les enzymes sont des pro-
téines jouant un role-clé de
catalyseurs dans les réac-
tions du métabolisme. Pour
cela, les chercheurs dispo-
sent aujourd’hui de toute une
série de technologies et de
méthodologies novatrices qui
permettent de développer de
nouveaux catalyseurs biolo-
giques, qui pourront étre uti-
lisés soit de maniére isolée,
soit en les intégrant dans les
voies métaboliques mises au
point. Deux méthodologies
sont aujourd’hui couramment
développées : la métagéno-
mique, pour augmenter l'ac-
cés a la biodiversité et isoler
les génes codant pour des
biocatalyseurs originaux, et
l'ingénierie moléculaire par
mutagénése dirigée ou par
approche combinatoire et cri-
blage a haut débit (évoquée au
paragraphe 6.1).

6.1. Les sources d’enzymes

Autrefois, seules les protéines
issues directement de la na-
ture étaient utilisées dans les
procédés de catalyse enzy-
matique. C'est ainsi qu'ont
été développées dans les an-
nées 1960 les célebres « en-
zymes gloutons » produites
par des bactéries et utilisées
dans les détergents. Puis la
bioinformatique a été intro-
duite dans les années 1970-
1980 suite au développement



des techniques de diffraction
de rayons X, qui ont permis
d'accéder a la structure tri-
dimensionnelle des enzymes.
Les chercheurs ont alors
commencé a faire de la muta-
genése dirigée, c'est-a-dire a
modifier les enzymes en chan-
geantun acide aminé bien pré-
cis dans leur structure, par la
modification d'une séquence
bien précise de 'ADN qui code
pour cet acide aminé ; puis l'on
observe les conséquences de
ce changement. Au bout de
plusieurs essais, on finit par
savoir améliorer les enzymes
en les rendant par exemple
plus spécifiques, plus ther-
mostables, etc.

Cette révolution qualitative a
bénéficié d’'un saut quantitatif
dans les années 1990 grace
au développement de tech-
niques combinatoires auto-
matisées. Il s'agit dans un pre-
mier temps de constituer une
banque de génes a partird'un
géne de départ naturel, que
l'on copie une multitude de
fois en introduisant a chaque
fois des erreurs de copie, par
mutagenése aléatoire. On
constitue ainsi une librairie
de variants qui peut conte-
nir jusqu’a dix mille, voire un
million de génes ou plus ! Ces
géenes sont clonés dans des
vecteurs et exprimés dans des
cellules hotes. Des robots se
chargent ainsi de tester tous
ces génes dans des cultures
cellulaires ouils vont conduire
alasynthése de nouvelles en-
zymes ; des cycles successifs
de tests, dits de criblage a
haut débit, sont réalisés en
paralléle a des tests par mo-
délisation moléculaire infor-
matique (criblage virtuel], au
bout desquels les enzymes
vont étre triées afin de sé-

A Criblage de librairies Approches

combinées

10%-10*
Recombinaison Lo .
génétique d’ADN Oqtlls mforr_nathues

Criblages virtuels
==
Mutagenese

dirigée et aléatoire

Impact de la biocatalyse

Bioinformatique
Enzymes Modélisation moléculair:
naturelles Rayons X

1960 1970 1980 1990 2000 2010
Année

Des enzymes « naturelles » a lapproche combinée rationelle/aléatoire,
en passant par la mutagenése dirigée : a la recherche de l'enzyme

« parfaite ».

Cette approche part d'un géne identifié a l'origine d’'une enzyme dans
la nature, caractérisée au plan structural grace aux analyses par
diffraction de rayons X. Ce gene est copié de multiples fois avec des
erreurs [mutagenése dirigée et aléatoire), et les copies [librairies de
variants) sont testées par criblage, a la fois in vivo [cultures cellulaires)
et virtuellement [outils informatiques). La combinaison de ces deux
approches, combinatoire et rationnelle, conduit a la sélection d'une
enzyme répondant au maximum de critéres choisis, voire a créer des
enzymes originales.

lectionner les plus efficaces,
spécifiques et performantes
(Figure 12).

Aujourd’hui, les techniques de
la bioinformatique sont trés
sophistiquées et offrent des
moyens de calcul infiniment
plus puissants qu'au siéecle
dernier, permettant aux cher-
cheurs de développer une ap-
proche combinatoire et ra-
tionnelle, capable aujourd’hui
de trouver une aiguille dans
une botte de foin ! Un exemple
sera décrit plus loin.

Ces sources naturelles des

enzymes ont été renouvelées
dans les années 1990 : on est
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Les sources hydrotermales
profondes foisonnent de
bactéries extrémophiles, sources
d'enzymes intéressantes pour le
développement de biocatalyseurs,
notamment d’ADN polymérases

pour lamplification génique [PCR).

allé chercher ces enzymes
dans des micro-organismes
extrémophiles, ces souches
microbiennes qui poussent
dans des conditions extrémes,
telles que dans les geysers
ou dans des fumeurs qui se
trouvent a 3000 métres sous
lasurface de l'eau®. Le liquide
qui en sort esta 350 °C et gé-
nere la présence de toute une
colonie d'archae ; on trouve
également des bactéries ex-
trémophiles dans des lacs
trés salés, des lacs alcalins
ou trés acides (Figure 13).

Aujourd’hui, l'approche s’est
tournée vers les nouvelles
techniques de la métagéno-
mique, qui permettent d'ac-
céder a une plus grande di-
versité de micro-organismes
sans avoir a aller les chercher
dans les profondeurs sous-
marines, et avec des activités
enzymatiques inédites, ou qui
n‘ont du moins pas encore été
identifiées dans la nature.

6.2. La métagénomique

6.2.1. Principes

Si nous nous penchons déja
sur notre propre organisme,
nous réalisons que nous
sommes des fermenteurs tres
performants, puisque notre
corps contient, essentielle-
ment au niveau du microbiote
intestinal, dix fois plus de cel-
lules bactériennes que de cel-
lules humaines, et nous avons
ainsi mille fois plus de génes
bactériens que de genes hu-
mains ! On en vient donc a se
demander si ’humain n’est

6. Voir aussi La chimie et la mer,
ensemble au service de 'homme,
coordonné par M.-T. Dinh-Audouin,
EDP Sciences, 2010.

finalement pas juste la pour
abriter des micro-organismes
et faire en sorte qu’ils puis-
sent vivre paisiblement ?
Ils sont aujourd’hui en effet
suspectés de controler notre
santé, notre obésité et toute
une série d'états inflamma-
toires qui conduiraient par
exemple au diabete, aux pro-
blémes cardiovasculaires,
etc. Lexplication serait-elle
donc que lorsque ces micro-
organismes « ne nous aiment
plus », ils se débarrasseraient
de nous ?

Le colon esten particulier trés
riche en micro-organismes
(environ mille espéces diffé-
rentes), et 'on pourraitallery
extraire ce qui nous intéresse
dans nos recherches, par
exemple en vue de dégrader
des biomasses ligno-cellulo-
siques, qui sont constituées
de fibres végétales difficiles
a scinder. Cela éviterait d'es-
sayer de cultiver ces micro-
organismes, ce que l'on ne
sait pas faire dans la plupart
des cas. On peut donc extraire
L'ADN de ces micro-orga-
nismes, le couper en grands
morceaux, que l'on met dans
des vecteurs (cosmides, fos-
mides) qui vont permettre de
lesintégrer dans une bactérie
ou une levure (par exemple
Escherichia coli]. On réalise
de cette maniéere des banques
de cellules que l'on va pou-
voir tester par criblage, par
exemple en les faisant pous-
ser sur de la cellulose. Or
on sait qu'Escherichia coli
est une bactérie totalement
incapable de pousser sur la
cellulose ; sil'on observe donc
sa croissance, cela indique
qu’on lui a apporté U'informa-
tion génétique qui le permet.
Ces études de fonctions en



lien avec Uinformation gé-
nétique s'appellent: la mé-
tagénomique fonctionnelle
(Figure 14).

6.2.2. Exemple de
développement en
métagénomique

Au cours d'une étude,
156000 clones ont été cultivés,
et leurs activités ont été tes-
tées sur des polysaccharides’
végétaux. Les tests ont permis
d’identifier 311 « touches »,
c'est-a-dire 311 cas de dégra-
dations de polysaccharides, ce
qui a permis d’identifier les
enzymes associées comme
étant intéressantes en vue
d'exploiter la biomasse ; ces
clones ont été isolés, puis il
a suffi de remonter dans la
séquence des génes corres-
pondants pour connaitre la
«formule de ces enzymes »
(Figure 15).

Cette méthode présente l'in-
térét majeur de permettre de
cloner de grands morceaux
d’ADN, représentant environ
40000 paires de bases, ce qui
représente plusieurs génes a
lafois. Cela peut étre tres utile
quand on veut dégrader des
molécules aussi complexes
que les hémicelluloses, pour
lesquelles on a besoin non
pas d'une seule enzyme pour
attaquer ces polysaccharides
complexes, mais de toute une
famille d’enzymes complé-
mentaires qui vont les atta-
quer de maniére synergique.
C’est ainsi que L'on tire le bé-
néfice de familles entiéres de
génes (opérons) au lieu d'un

7.Un polysaccharide est une macro-
molécule polymére constituée de
lenchainement d'unités d’ « oses »
ou sucres, telles que le glucose, le
fructose, le rhamnose, etc.

Extraction
d’ADN génomique

Microbiote
intestinal humain

Criblage fonctionnel

Bangue métagénomigue
(10% - 10° clones par banque)

Méthode de la métagénomique fonctionnelle pour accéder a de nouvelles
enzymes.

De grands fragments d’ADN sont extraits de bactéries de l'intestin
humain, pour étre clonés via des vecteurs dans un micro-organisme tel
que E. coli. On constitue ainsi une banque de micro-organismes nouveaux
dont on peut exploiter la biodiversité en vue de découvrir de nouvelles
enzymes [Projet ANR PNRA Alimintest].

Méthodologie de criblage fonctionnel sur des clones exprimant des
familles de génes, en vue de dégrader des polysaccharides complexes
(amidon, pullulane, etc.). Suite aux tests des 156 000 clones sur

31 substrats, 331 enzymes ont été identifiées, capables de dégrader
ces polysaccharides (311 touches]. On sélectionne ensuite les
enzymes les plus performantes et les plus stables (aux variations de
pH, de température...), ce qui conduit & une sélection de 48 clones,
pour lesquels il reste a déterminer les séquences d’ADN a lorigine
des activités enzymatiques intéressantes [par pyroséquencage).

156 000 clones
6 activités

311 touches
B-glucanases, galactanases, o-glucosidases,
xylanases, B-fructanases, pectinases

Différenciat

Spécificité de I'enzyme Profile pH et
testée sur 31 substrats thermostabilité

Amidon résistant Pullulane

de touches

48 clones
Pyroséquencage
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Recherche d’un vaccin anti-
bactérien multivalent contre la
shigellose (quatre espéces : S.
dysenteriae, S. flexneri, S. boydii
et S. sonnei ; 50 sérotypes).

A) Mime de la bactérie Shigella sp.
par greffage de polysaccharides
sur une protéine porteuse ;

BJ) modéle d'étude pour la synthése
d'oligosaccharides comme
déterminants antigéniques de

la bactérie Shigella sp.

Phalipon et coll., 2006, Mulard et
coll., 2008.

simple gene isolé. Pour cela,
le recours a des robots est
encore une fois nécessaire.

6.3. De nouvelles
enzymes par évolution
dirigée et approche
combinée rationnelle/
aléatoire. Exemple dans le
développement de vaccins

Un exemple de création d’'une
activité enzymatique peut
étre décrit dans le cas d'une
recherche de vaccin contre
la shigellose, une dysenterie
bactérienne qui tue un million
d’enfants par an, en particu-
lier dans les pays en dévelop-
pement. La bactérie impliquée
est Shigella sp., dont il existe
dix-sept espéces différentes
qui provoquent cette maladie.

Ces bactéries possedent
toutes une surface occupée
par un lipopolysaccharide
(LPS), molécule constituée
d’'un mélange de lipides et de
glucides. Ce sont des déter-
minants antigéniques, que
l'on appelle des sérotypes

qui vont induire la production
d'antigenes, protéines carac-
téristiques de ces bactéries.
Ces lipopolysaccharides sont
des enchainements répétés
de cing sucres différents dont
le rhamnose, la N-acétylglu-
cosamine et le glucose (Fi-
gure 16).

A Ulnstitut Pasteur, l'équipe
de chimistes dirigée par
L. Mulard a eu l'idée de syn-
thétiser chimiquement ces sé-
quences d'oligosaccharides,
qui pourront ensuite étre gref-
fées sur une protéine porteuse
(Figure 16A), pour développer
ainsi des vaccins multivalents
contre la shigellose. L' équipe a
donc cherché a synthétiser les
structures les plus courantes
et les plus pathogenes, re-
présentées sur la Figure 16B,
ce qui a représenté un tra-
vail important et complexe,
bien caractéristique des syn-
theses chimiques d'oligosac-
charides, ou le probleme de
sélectivité (régiosélectivité)
des réactions se pose parti-
culierement : un sucre com-

phospholipide
lipoprotéine
protéine

peptidoglycane

B) |
A
>
o>
e Antigéne
O-spéci
Com> i
Unité de
o> répétition
A D
> ./'
} Noyau
<D Do
3"" "3“"3 Lipide A
Lipopolysacccharide




porte plusieurs groupements
hydroxyles (-OH] qu'il faut
pouvoir différencier ; d'autre
part, le glucose possede deux
formes dites anomeres en
équilibre, dont une seule des
deux nous intéresse, et il est
souvent difficile de les isoler
['une de l'autre.

Pour résoudre ce probléme,
l'équipe s'est tournée vers la
voie biologique, et U'INSA de
Toulouse, quiarecherché des
enzymes qui soient capables
de réaliser efficacement cette
synthése d'oligosaccharides,
en particulier une étape de la
synthése qui pose des diffi-
cultés en chimie. N'en ayant
pas trouvé, elle est partie
d'une enzyme connue, l'amy-
losucrase, synthétisée par la
bactérie Neisseria polysaccha-
rea, et dont la structure est
parfaitement connue grace
aux analyses par diffraction
de rayons X, qui permettent
en particulier de savoir de ma-
niére précise comment son
site catalytique se lie avec des
polysaccharides : les modéli-
sations informatiques mon-
trent qu'il se lie notamment
avec deux sucres, le glucose et
le fructose (dont l'association
forme le sucrose) (Figure 17).
Avec cette connaissance, on a
cherché a remodeler ce site
catalytique de sorte qu'au lieu
de se lier avec un fructose et
un glucose, il se lie de maniére
régiosélective avec un rham-
nose et/ou une N-acétylglu-
cosamine, deux des sucres de
L'unité de répétition identifiée
surla Figure 16, dans la struc-
ture du mime des détermi-
nants antigéniques.

Ceremodelage a été possible,
encore une fois, grace au
couplage de tests in vivo avec
['outil de modélisation bio-

informatique, permettant une
ingénierie enzymatique semi-
rationnelle : on construit
d'abord rationnellement un
modeéle in silico, puis l'on teste
in vivo selon une approche
combinatoire (décrite dans le
paragraphe 6.1). Il s'agit d'un
véritable travail de mécani-
cien, ol l'on identifie sur le
site catalytique de l'enzyme
les acides aminés a changer,
puis on les remplace en ta-
tonnant avec plusieurs acides
aminés, et l'on observe qu'a
certains changements, appa-
rait une nouvelle activité de
l'enzyme. Il se pourrait méme
que cette activité n'existe pas
dans la nature, oudu moinsn’y
ait pas encore été identifiée.

Cet exemple montre bien com-
ment on peut non seulement
créer une nouvelle spécificité
enzymatique, mais également
l'améliorer, jusqu’a atteindre
des efficacités quatre cents
fois plus importantes, comme
c’est le cas dans cet exemple.

A la grande surprise des
chercheurs, alors qu'ils s'at-
tendaient a visualiser une
structure d’enzyme significa-
tivement différente de celle de
départ - puisque son efficacité

Modelage de la sous-unité +1

de l'enzyme amylosucrase de
Neisseria polysaccharea.

La modélisation moléculaire
informatique permet de
cartographier le site de liaisons
important pour la plasticité
fonctionnelle de l'enzyme, en

vue d'identifier les positions les
plus prometteuses pour une
modification en faveur d’une
reconnaissance, sans interférence
avec la liaison avec le saccharose.

Amylosucrase de
Neisseria polysaccharea

Remodelage

de la sous-unité +1:
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Schéma de la réaction
d’élimination de Kemp. La réaction
a lieu en passant théoriquement
par un état de transition unique
qui peut étre modélisé par
informatique. Au cours de la
transformation, une base (B)
déprotone le réactif pour conduire
a un état de transition caractérisé
par une distribution de charges
partielles qui se répartissent entre
la base et un acide XH, et qui doit
évoluer vers le produit représenté
a droite.

est quatre cents fois supé-
rieure -, celle-ci s'est en fait
révélée sensiblementidentique
aprés cristallisation et analyse
pardiffraction de rayons X... ce
quirelativise lacompréhension
gue nous avons jusqu’a présent
du phénomene, et montre qu’il
reste encore beaucoup a com-
prendre sur le fonctionnement
des enzymes !

Si bien qu'aujourd’hui, la re-
cherche se penche sur le phé-
noméne de dynamique molé-
culaire, en essayant d'abord
de le comprendre par modé-
lisation sur ordinateur, puis
expérimentalement. Le défi
est de pouvoir suivre en temps
réel comment un substrat
entre dans un site catalytique,
interagit avec, et en ressort
transformé en produit. On
réalise combien la « magie »
de la catalyse enzymatique
réside dans le fait que tout se
joue dans une certaine dyna-
mique, ce qui s'avere essentiel
acomprendre et maitriser une
telle réaction.

6.4. L'ingénierie enzymatique
moléculaire pour catalyser
des réactions inédites

Un autre exemple montre toute
la puissance de l'outil de l'in-
génierie enzymatique avec
une bonne compréhension
du phénomene catalytique au
niveau moléculaire. L'équipe

oo

Etat de
transition

) .

6Hx

de D. Baker a U'Université de
Washington (Seattle) est parve-
nue a créer des enzymes pour
catalyser des réactions quin'ont
jusqu’a présent pas encore été
identifiées dans la nature?, telle
que laréaction d’élimination de
Kemp (Figure 18), et les réac-
tions de rétro-aldolisation ou
de Diels-Alder.

Pour cela, les chercheurs sont
partis de l'état de transition
de la réaction, c’est-a-dire
l'état non isolable par lequel
un composé A doit théori-
gquement passer, moyennant
une énergie d'activation, pour
étre transformé en composé
B. Les conditions de la réac-
tion ont une influence cruciale
sur cet état de transition ou se
trouve le mélange en cours de
transformation, en interaction
avec son environnement ; ces
conditions vont déterminersila
réaction va se réaliser ou non.
L'équipe s'est donc penchée
sur les conditions permettant
de favoriser cette réaction.
Spécialiste de prédiction de
structures tridimensionnelles
de protéines, D. Baker a mis au
point des logiciels (cf. Rosetta)
permettant de balayer toutes
les structures se trouvant dans
des banques de données. Uti-
lisant l'approche semi-ration-
nelle précédemment décrite
(itération modélisation in silico,
expérimentation in vivo), il a
ainsi sélectionné des struc-
tures de protéines capables de
favoriser au mieux la formation
de L'état de transition par des

8. Rothlisberger D., Khersonsky O.,
Wollacott A.M., Jiang L., DeChan-
cie J., Betker J., Gallaher J.L., Al-
thoff E.A., Zanghellini A., Dym O.,
Albeck S., Houk K.N., Tawfik D.S.,
Baker D. (2008). Kemp elimination
catalysts by computational enzyme
design, Nature, 453 : 190-195.



interactions avec les acides
aminés de leurs sites cataly-
tiques. Disposant ainsi de « la
formule qu’il faut construire »,
il est remonté a la séquence
d’ADN codant pour cet enchai-
nement d'acides aminés, puis
cette séquence a été introduite
dans une bactérie qui l'a ex-
primé et a permis d'obtenir
une enzyme qui joue un réle
de biocatalyseur de la réaction
de Kemp.

La méme approche a été
également réalisée avec suc-
ces pour d'autres réactions
chimiques telle que la réaction
derétro-aldolisation ouencore
une réaction de Diels-Alder.
Les activités catalytiques des
enzymes ne sont pour l'ins-
tant pas conséquentes, mais
ces premiers résultats sont
un début prometteur pourune
démarche originale.

Les nouvelles enzymes
concues grace a l'ingénierie
enzymatique vont étre les
outils des biotechnologies
blanches pour réaliser no-
tamment la biosynthese de
molécules d’intérétindustriel.
C’est dans cet objectif que se
développent les bioraffineries
dans le monde entier.

Mise en ceuvre des
enzymes dans les
biotechnologies blanches

7.1. Avantages de la catalyse
enzymatique

L'utilisation des enzymes dans
des réactions biocatalytiques
comporte des avantages in-
dustriels notables par rap-
port a certaines réactions
chimiques. Ces procédés sont
en effet généralement compa-
tibles avec l'environnement
pour les raisons suivantes :

- compatibilité de tempéra-
tures et pH ;

- production de sels limitée ;
- pas d'utilisation de solvants ;
- utilisation de membranes ;

- consommations d’'eau et
d’énergie réduites.

7.2. Mise en ceuvre dans les
bioraffineries

Pour mettre en ceuvre une en-
zyme opérationnelle dans des
réacteurs de biosynthese, il
faut d’abord éventuellement
la purifier, avant de l'immo-
biliser sur un support (Fi-
gure 19). La mise au point de
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Fioul, énergie,
chauffage

et nouveaux
bioproduits

Résidus
agricoles

Schéma du principe de
fonctionnement d'une
bioraffinerie : une démarche
systémique, intégrant les cycles de
vie de la matiére [carbone...].

Les bioraffineries ont pour

objet l'exploitation du carbone
renouvelable issu de la biomasse,
en prenant en compte les
domaines de lagriculture et de
lindustrie. Elles réalisent un

« craquage » végétal en vue
d’exploiter la plante entiére, pour
des applications alimentaires et
non-alimentaires (intermédiaires
chimiques, biocarburant].

.~ Energie
TEE )_fossile

Produits a base de bois .“'4\‘ b

et pour 'énergie
ou les additifs
alimentaires

ces procédés est notamment
le souci quotidien des bioraf-
fineries (Figure 20 et déve-
loppement en détail dans le
Chapitre d’apreés la conférence
de C. Rupp-Dahlem), ainsi que
celle des procédés de fermen-
tation.

7.3. Quel horizon pour le
carbone renouvelable ?

Aujourd’hui, nous produisons
dans le monde moins de 10 %
de matieres premieres bio-

sourcées pour la chimie. Des
investissements conséquents
sont dédiés a ces développe-
ments dans de nombreux pays,
et 'Europe s'est fixée pour ob-
jectif de passer les 15 % en
2020 (Encart : « Des investis-
sements conséquents pour le
carbone renouvelable »).

Encore beaucoup de progrés
sont attendus pour exploiter
les ressources de premiere et
deuxieme génération, et des
recherches ont déja en vue
l'exploitation de troisiémes



DES INVESTISSEMENTS CONSEQUENTS POUR LE CARBONE RENOUVELABLE

La compétition internationale

- USA Department of Energy (DOE) : 3 laboratoires de bio-énergie

- Japon, Université de Kobe : 70 millions d'euros

- Belgique, Université de Gand : 21 millions d’euros

- Pays-Bas, Kluyver Center, Bio-Base

- Allemagne : CLIB 2021

Les investissements en France

- BioHub (90 millions d’euros, 6 ans)/AlgoHub (28,4 millions d’euros, 5 ans), Roquette
- Osiris (77 millions d’euros, 8 ans), Soufflet

- OSEOQ-ISI : Futurol (11 partenaires, 74 millions d’euros dont 30 millions d’euros OSEQ, 8 ans)
- Plateforme BioDémo (Bio amber DNP/ARD : acide succinique)

- Pdle de compétitivité IAR (Picardie-Champagne-Ardennes) : 200 millions d’euros

générations, constituées par
les micro-algues, par exemple
pour la production d’hydrogéne
comme biocarburant. [l est es-
sentiel, en effet, d"éviter toute
compétition avec l'usage de ces
mémes matiéres premiéres en
alimentation humaine, dans la
perspective d'un monde comp-
tant plus de 9 milliards d’hu-
mains au milieu du XXI*siécle.

A Toulouse, un nouveau centre
de démonstration préindus-

trielle intitulé « Toulouse White
Biotechnnology’ » vient d"étre
mis en place avec une trentaine
de partenaires. Tous les pro-
jets qui sont développés sont
accompagnés d'une réflexion
bioéthique et de développe-
ment durable avec les collec-
tivités territoriales et les poles
de compétitivité. De nombreux
investisseurs espéerent pouvoir
financer des start-ups a partir
de ces recherches.

Valoriser les agro-ressources, une
opportunité pour le développement

durable

Les nombreux exemples d’ingénierie enzy-
matique qui ont été décrits montrent bien
les progres considérables en moins de vingt
ans dans la compréhension et la conception
de biocatalyseurs fonctionnels, grace a luti-
lisation des nouveaux outils a disposition des

9. http://www.inra.fr/presse/lancement_du_projet_toulouse_white_bio-

technology
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chercheurs : analyse pardiffraction de rayons X,
séquenceurs d’ADN, modélisation moléculaire
par informatique, robots pour le criblage fonc-
tionnel a haut débit, etc.

Ces nouvelles enzymes et ces nouveaux micro-
organismes vont permettre aux biotechno-
logies blanches de se développer a travers
le principe des bioraffineries et permettront
de renforcer nos compétences a exploiter les
molécules complexes issues de la biomasse
(protéines, polysaccharides (amidon, cellulose,
etc.), lipides, etc.), et de développer nos poten-
tiels d'exploitation du carbone renouvelable.

Ils montrent également, a travers les projets
de recherche, limportance d'allier des compé-
tences multiples, dans des domaines variés :
ingénierie métabolique, biologie de synthese,
bioinformatique, analyse chimique, syntheses
chimique et biochimique, génie des procédés,
etc. Ces travaux pluridisciplinaires contribue-
ront a stimuler de plus en plus la créativité
nécessaire pour relever les défis de demain.

Valoriser ainsi les agro-ressources constitue
une opportunité a saisir pour le développement
durable, en répondant a la définition donnée en
1987 par la Commission mondiale sur lenvi-
ronnement et le développement dans le rapport
Brundland : « Le développement soutenable
[sustainable development] est un développe-
ment qui répond aux besoins des générations du
présent sans compromettre la capacité des géné-
rations futures a répondre aux leurs ».
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