LeMmariage réussi

« plastique
et des enzyme S

Alain Marty est ingénieur du génie biochimique de 'INSA de
Toulouse. Depuis 2007, il est Professeur dans cet établissement
et ses activités de recherches sont focalisées sur l'ingénierie
enzymatique. Depuis 2015, il est Directeur Scientifique de la

société Carbios.

Objectif : améliorer
le cycle de vie
des plastiques

Trouver une solution a la
fin de vie des plastiques est
devenu un sujet d'étude et un
objectif industriel. La société
Carbios (Encart : « La société
Carbios ») s’y consacre depuis
plusieurs années.

Pourquoi s’intéresser a la fin
de vie des plastiques ? Si on
regarde autour de nous, les
plastiques sont partout. Onen
produit 400 millions de tonnes
par andans le monde. Chaque
année, 125 millions de tonnes
finissent leur vie en tant que
déchets et malheureusement
presque 9 millions finissent
dans la nature et polluent les
terres et les océans, créant
par exemple le fameux « 7¢
continent » de plastique
(Figure 3).

L'innovation de Carbios
(Figure 1) est basée sur une
technologie enzymatique.
L'idée a été de découvrir des
micro-organismes dégradant
les plastiques, d’identifier les
enzymes responsables de
cette dégradation, qu'on va
appeler des dépolymérases.
Ces enzymes, qui sont des
catalyseurs biologiques, vont
couper la chafne polymere et,
dans le cas idéal, revenir au
monomere qui constituait ces
plastiques (Figure 4).

Rendre les plastiques
biodégradables

2.1. Une réglementation
pour la biodégradabilité des
plastiques

Le premier marché auquel
s'intéresse Carbios est
le marché des sacs et de
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LA SOCIETE CARBIOS

Carbios” est une jeune société fondée en 2011 par Jean-Claude Lumaret (Figure 7). Elle
compte aujourd’hui dix-neuf personnes, dont dix en R&D. Lobjectif est d'améliorer le
cycle de vie des plastiques, en s’intéressant particuliérement a leur fin de vie (Figure 2).
Carbios est basée a Clermont-Ferrand et collabore étroitement avec TWB (Toulouse White
Biotechnology), 'INSA de Toulouse et le Lisbp (Laboratoire d'Ingénierie des Systémes
Biologiques et des Procédés).

ROY.#\.[IMEUN_I T |
A Loy & La société Carbios, fondée
: par Jean-Claude Lumaret, est
- basée a Clermont-Ferrand et
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b d’Ingénierie des Systemes
Poitiers el Biologiques et des Procédés).
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La société Carbios a pour objectif
daméliorer le cycle de vie des
plastiques. A) Des plastiques sont
utilisés comme films agricoles ;
BJ la dépolymérase est une
enzyme capable de dégrader

les plastiques ; C] les plastiques
abondent dans les rayons des
supermarchés.

*www.carbios.fr




Le rejet des produits de consommation [plastiques, etc.] est un fléau pour les terres et les océans. La quantité de
déchets est telle qu’elle a créé un septiéme continent, une zone immense d’accumulation de déchets plastiques
amalgamés dans le nord de ['Océan Pacifique. Il est aujourd’hui urgent de trouver des solutions de recyclage.

Sélection de micro-
organismes dégradant
les plastiques

POLYMERES
Plastiques
(polyesters)

Dépolymérase

l'emballage, des films agri-
coles et de certains films
techniques (Figure 5). Il s’agit
de millions de tonnes. Par

exemple en France, avant l'in-
terdiction des sacs de caisses,
25 milliards de ces sacs nous
étaient donnés chaque année

Les dépolymérases sont capables
de dégrader des plastiques. Ces
enzymes vont casser les chaines
polyméres pour redonner le
monomeére initial.
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Les marchés du plastique.

CH, o cH,
[¢]
(o] CH; n 0

Acide polylactique, polymére
intéressant car biosourcé,

mais malheureusement non
biodégradable a une température
inférieure a 60 °C.

Action d'une dépolymérase sur
les chaines de PLA. L'enzyme

va découper le polymére afin de
libérer de l'acide lactique, qui va
étre entiérement métabolisé par
les bactéries.

SACS &
EMBALLAGES

- o

(25 milliards/an en France)

FILMS
AGRICOLES

18 millions de tonnes/an 2 millions de tonnes/an

FILMS
TECHNIQUES

0,5 million de tonnes/an

chez Leclerc, Carrefour, etc.
En France, ces sacs de caisse
a usage unique ont été inter-
dits et seuls sont autorisés les
sacs réutilisables. Les sacs
de fruits et légumes autori-
sés doivent étre compostables
« a la maison », donc dans la
nature, et contenir au mini-
mum 40 % de matiere biosour-
cée'. En 2020 ce sera 50 %,
['année suivante ce sera 60 %.
Parmi tous les bioplastiques
correspondant un tant soit
peu a ces critéres, on compte
l'acide polylactique? (PLA),

1. Matiére biosourcée : matériau
issu de la biomasse d’origine ani-
male ou végétale.

2. Acide polylactique (PLA, « poly-
lactic acid ») : le polymére biosourcé
PLA est obtenu majoritairement
par fermentation d’amidon en
présence de bactéries produisant
de l'acide lactique.

fabriqué a partir d'acide lac-
tique : c’'est donc un polymeére
100 % biosourcé (Figure 6). Il
ne correspond malheureuse-
ment pas a tous les criteres
car il n'est pas dégradable a
une température inférieure a
60°C.Doncdans son compost,
au fond du jardin, ce plastique
ne se dégradera pas, et s'il
se retrouve malencontreuse-
ment dans la nature, il ne se
dégradera pas non plus.

2.2. Une enzyme pour
biodégrader le plastique ?

L'idée de Carbios est d'utili-
ser une enzyme dépolymé-
rase (Figure 7) pour couper
le polymeére et libérer l'acide
lactique. Ce dernier est par-
faitement biodégradable

dans le sol. A peu pres tous
les micro-organismes ont des




Je sui;r_naintenanl.

~— auto-destructible A,
juste aprés usage !
en présence d’eau

activités de dégradation de
'acide lactique, donc le pro-
duit final ce sera du dioxyde de
carbone CO, et de l'eau.

Comment introduire une
enzyme dans un plastique ?

En 2011, quand Jean-Claude
Lumaret est venu me voir a
l'INSA dans mon laboratoire,
il m'a expliqué la chose sui-
vante : « Notre idée est de
prendre un polymere, du PLA, de
le mettre dans une extrudeuse®
industrielle, et on introduira en
méme temps l'enzyme dans la
matiére fondue » (Figure 8). A
la fin, avec ce polymeére conte-
nant une enzyme, on aurait
un polymeére biodégradable
dans la nature. Jean-Claude
Lumaret m’a ensuite expli-
qué que pour faire fondre du
PLA il fallait une tempéra-
ture de 165 °C. Ma réaction a
été instantanée : mettre une
enzyme a 165 °C, cela va étre
tres compliqué, 'enzyme a de
forts risques d’étre détruite
(Figure 9). Optimistes, nous
nous sommes tout de méme
lancés dans l'aventure.

2.3. A larecherche
de Uenzyme idéale

La premiere chose qui a été
faite a été d’identifier des

3. Extrudeuse : une sorte de vis
que Uon chauffe afin de faire fondre
le polymere.

micro-organismes capables
de dégrader le PLA. On a uti-
lisé soit des collections de
micro-organismes provenant
d’environnements pollués
en plastiques, soit des envi-
ronnements que nous avons
nous-mémes pollués en
plastiques. On a récupéré ces
micro-organismes attachés
a ces plastiques, en se disant
que s'ils étaient la, c'est qu'ils
y avaient un intérét, qu'ils y
trouvaient du carbone. On a
utilisé de la microbiologie
classique, on a aussi utilisé
des approches de métagéno-
mique pour accéder a plus de
diversité (Figure 10). La méta-
génomique consiste a partir
des micro-organismes que
l'on ne sait pas cultiver, a les

L'idée est de mélanger

du plastique et des enzymes dans
une extrudeuse pour obtenir

un plastique biodégradable.

Peut-on mettre des enzymes
dans un plastique pour le rendre
biodégradable ?

Collection de micro-organismes
issus d’environnements pollués

@ ou enrichis en PLA

Approche
ﬁ'_‘f métagénomique
Analyse de la diversité
microbienne

:

CRIBLAGE

Sélection des meilleurs
micro-organismes

Processus de sélection des meilleurs micro-organismes. Les micro-
organismes sont collectés a partir de cultures sur des environnements
pollués ou enrichis en PLA, une approche métagénomique et une analyse
de la diversité microbienne sont ensuite menés afin de cribler les

bactéries ayant le meilleur potentiel.
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RNAseq

Identification
des enzymes

Criblage

purification pour activité

=

PLA
dépolymérases

& thermostabilité

" P

Expression
recombinante

Protéase PAM:
Meilleur compromis
activité & thermostabilité

Processus de production d’enzyme dépolymérase PAM. Les génes produisant les enzymes responsables de la
dégradation sont identifiés et extraits par séquencage d’ADN et purification ; ces génes seront ensuite criblés afin
de sélectionner 'enzyme ayant le meilleur compromis entre son activité de dégradation et sa thermostabilité,
nommeée PAM. Le géne cible sera ensuite recombiné dans une bactérie performante en termes de productivité,
ce qui permet aujourd’hui de produire du PAM dans des fermenteurs a une échelle de 300 litres.

couper, couper leur ADN ; cet
ADN est ensuite cloné dans
Escherichia coli par exemple,
eton crible ensuite la capacité
adégrader, dans notre cas, les
plastiques.

Par des techniques biotech-
nologiques classiques, on
a ensuite identifié un cer-
tain nombre d’enzymes per-
formantes, et puis on a fini
par sélectionner une PLA
dépolymérase, le meilleur
compromis entre activité de
dégradation et thermostabi-
lité, puisqu’il fallait quelle
résiste a 165 °C. Il restait
a exprimer cette enzyme. A
U'origine, elle était exprimée
chez un micro-organisme
peu performant en termes

de productivité, ce qui nous
a conduits a l'exprimer de
maniére recombinante.
Aujourd'hui on est capable
de la produire dans des
fermenteurs a une échelle
de 300 litres, et on pour-
rait faire beaucoup plus
(Figure 11).

2.3.1. Améliorer lefficacité
de l'enzyme

On adéterminé la structure de
l'enzyme et de son complexe
avecunbrinde PLA.Onaalors
identifié tous les acides aminés
en contactavecunbrinde PLA,
et la stratégie qui a été utilisée
a été de re-designer comple-
tement le site actif de cette
enzyme et donc de changer



complétement la serrure de
maniére a l'adapter a notre
clé, a favoriser l'arrimage
du PLA au site actif de cette
enzyme. La suite du travail a
été de combiner les meilleures
mutations et de construire des
centaines de variants (varia-
tions de la chaine peptidique)
de cette enzyme.

Ala suite de ces résultats, on
est reparti vers U'extrudeuse
(Figure 12), aprés avoir, en
plus de l'enzyme, optimisé
de nombreux aspects: la for-
mulation de cette enzyme,
la facon de lintroduire dans
l'extrudeuse, etc. Finalement,
cela a permis d’obtenir un
plastique enzymé qui par
exemple se dégrade a 90 %
en 10 jours, ou de 80 % en
deux jours (Figure 13).

A partir de ces pellets (pas-
tilles) de plastiques, on a
été capable de fabriquer des
films, donc des sacs de caisse
(Figure 14). On les a enfouis
dans de la terre d’Auvergne
qu'on est allé chercher au
fond du jardin, a Clermont-
Ferrand, et on a pu vérifier
qu'aprés 7 jours la dégrada-
tion était compléte (Figure 15).
On obtient une dégradation
complete de ces films, ce
qui leur donne le caractere

| CONTROLE [N+ ENZYME

Comparaison d’un échantillon de
PLA et d’un échantillon de PLA
enzymé apres 7 jours en sol. On
peut voir que le PLA ne présente
aucune dégradation tandis que
le PLA enzymé est presque
totalement dégradé.

Lextrusion a 165 °C a permis
d’obtenir le plastique enzymé.
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AJ Evolution de la dépolymérisation pour le plastique enzymé de
formulation A en fonction du temps. Cette formulation permet d‘atteindre
un taux de 90 % de dégradation en 10 jours, ce qui est trés intéressant ;
BJ évolution de la dépolymérisation pour le plastique enzymé de
formulation B en fonction du temps. Cette formulation permet datteindre
un taux de 80 % de dégradation en 2 jours, ce qui est une dégradation

presque trop rapide.

Plastique enzymé

-y

15 pm films

Gonfleuse

La production de films de 15 microns & laide d’une gonfleuse a permis

d’obtenir du plastique enzymé.

biodégradable a basse tem-
pérature.

Pour couronner ces tra-
vaux, on a fondé, en sep-
tembre 2016, la joint-venture
Carbiolice, avec Limagrain
Céréales Ingrédients, qui est
le troisieme semencier mon-
dial, et BPI France qui est un
investisseur gouvernemental
(Figure 16).
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Application des enzymes au
recyclage du PET. Le PET serait
dépolymérisé sous l'action de
l'enzyme afin de restituer ses
monomeéres initiaux, ['éthyléne
glycol et lacide téréphtalique,
apreés purification. Ces monoméres
pourront ensuite étre réutilisés afin
de synthétiser du PET a nouveau.
Ce PET recyclé pourrait servir dans
toutes les applications usuelles

du PET : bouteilles d’eau et de
sodas, barquettes alimentaires,
emballages de produits
cosmeétiques, et bouteilles de lait...
Ce procédé permettrait par la
biodégradation et le recyclage, de
réaliser une économie de carbone.

En september 2016

Co
CARBIOLICE

une joint-venture qui va développer et industrialiser la

technologie CARBIOS

Limagrain
Céréales Ingrédients  gouvernemental
3¥me producteur

@) bpi

Investisseur

mondlial de semences

Présentation de la joint-venture Carbolice, en association avec Limagrain

et BPI France.

Recycler
les plastiques

Le deuxiéme sujet de ce cha-
pitre est le recyclage des
plastiques - plus précisément
celui du polyéthyléene téréph-
talate, PET. Le PET est un
polymeére tres utilisé qui sert
a faire les bouteilles d’eau,
de soda, des barquettes ali-
mentaires, des produits cos-
métiques et des fibres textile
(appelées communément
polyester). Les nouvelles

bouteilles de lait sans oper-
cule sont également en PET.

Comme pour l'objectif de
dégradation, on veut, par-
tant du polymére, revenir aux
monomeres (l'éthyléne gly-
col qui est un diol, et l'acide
téréphtalique qui est un dia-
cide), mais a la fin les purifier.
A partir de ces monomeres,
on pourra refaire du PET. Il
ne s'agit plus de biodégra-
dation, mais de recyclage
(Figure 17).

iy

o) 0 éthyléne glycol
i ]
n
X @

[

poly(éthyléne téréphtalate)

PURIFICATION

[o] [o]

Il Il
HO-CH,-CH,-OH + HO—C —@—C—OH

acide téréphtalique




/"""--E-nzyme d;--""‘\
| dépolymérisation .ﬁ\ ’
\iﬁéC|ﬁque du PF.T'/ =W

I/" -Mélange de déchet;"‘\]
— _ plastiquesen PET -

3 =1 Acide , - "
[ téréphtalique | Recydage

"._etéthylene glycol /

Séparation/Purification

Le marché du PET est colos-
sal : 70 millions de tonnes
par an. Aujourd’hui, dans le
monde, on produit plus de
500 milliards de bouteilles
en PET, cela représente un
million de bouteilles chaque
minute. Le PET pour fibres
textiles est un marché
encore plus colossal, c’est
trois fois le marché de la
bouteille.

La technique du recyclage
est la suivante : on ramasse
toutes les bouteilles plas-
tiques des conteneurs, on les
met dans un gros réacteur,
on ajoute l'enzyme. Lenzyme
fait son travail, dépolymé-
rise, restitue les monomeéres
(Figure 18). On va repurifier
ces monomeéres, pour qu'on
puisse re-fabriquer des bou-
teilles a partir d’eux.

Il existe des procédés concur-
rents, pas encore industriels,
basés sur la chimie. La voie
enzymatique présente plu-
sieurs avantages : elle permet
de travailler a relativement
basse température, elle per-
met de recycler a peu prés
tous les emballages en PET,
les colorés, les opaques, les
mixtes... La raison en est que
l'enzyme ne s'attaque qu'a un
polymére spécifique, ce qui
facilite les étapes de purifi-
cation ultérieures. Par ail-
leurs, les procédés chimiques

ou thermochimiques utilisés
nécessitent un tri trés sophis-
tiqué en entrée. Ici 'enzyme fait
elle-méme le tri.

On a utilisé exactement la
méme stratégie de mise en
ceuvre que pour la dégradation
des polymeéres : identification
des micro-organismes, puis
des enzymes qu'on exprime de
maniére recombinante, puis
que Ll'on optimise.

On est capable de traiter des
barquettes, des bouteilles
transparentes mais aussi
colorées, des bouteilles
opaques.. On est aussi
capable de traiter des maté-
riaux plus complexes. Une
bouteille de Perrier, par
exemple, est souvent consti-
tuée de trois couches : deux
couches externes sont effec-
tivement en PET, et au milieu
se trouve un film de poly-
amide’, de maniére & éviter
que le CO, ne fuie de la bou-
teille. Lenzyme va dégrader le
PET, et a la fin on aura un
déchet ultime qui sera le film
de polyamide.

4. Polyamide (PA) : Polymére conte-
nant des fonctions amides pouvant
résulter de la polycondensation
entre les fonctions acides carboxy-
liques et amines. Il s'agit de poly-
meéres généralement a structures
semi-cristallines, qui présentent
un bon compromis entre caracté-
ristiques mécaniques et chimiques.

Idée générale du recyclage

du PET par voie enzymatique.
Les déchets plastiques sont
mélangés a une enzyme de
dépolymérisation spécifique au
PET dans un réacteur, et aprés
dépolymérisation, séparation
et purification, sont récupérés
l'éthyléne glycol et lacide
téréphtalique.
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Carbios PTA
(pureté > 99,5 %)

Infrarouge

4 . PREUVE de CONCEPT
’ i de la REPOLYMERISATION

Lacide téréphtalique Carbios obtenu par recyclage du PET possede une pureté supérieure a 99,5 %. Il n'est pas
différenciable de lacide téréphtalique commercial, il posséde le méme aspect et les spectres RMN et infrarouges
sont identiques. Lacide obtenu est donc d’une grande qualité.

Aujourd’hui nous sommes monomeéresetde lesre-poly-
capables de dépolymeriser mériser en PET (Figure 19).
des déchets plastiques a Prochaine étape : refaire une
97 % en 16 h, de purifier les  bouteille.

Des procédés pour la vie quotidienne
grace a Uingénierie enzymatique

Les travaux décrits dans ce chapitre illustrent la
puissance des techniques d’ingénierie enzyma-
tique pour de nouveaux domaines. Le probléeme
actuel inquiétant que rencontre la société dans
la gestion des matieres plastiques et de leurs
déchets, par exemple, est en voie de trouver
solution grace a ces techniques : selon les cas,
on favorise la dégradation du polymere ou son
recyclage.

Ce chapitre met l'accent sur la démarche qui
conduit de linvention fondamentale du labo-
ratoire a la conception d'un procédé et a son
développement qui exige souvent le retour au
laboratoire.



	Le mariage ­réussi du ­plastique et des enzymes
	1 Objectif : améliorer le cycle de vie des plastiques
	2 Rendre les plastiques biodégradables
	2.1. Une réglementation pour la biodégradabilité des plastiques
	2.2. Une enzyme pour biodégrader le plastique ?
	2.3. À la recherche de l’enzyme idéale

	3 Recycler les plastiques
	Des procédés pour la vie quotidienne grâce à l’ingénierie enzymatique




