LES BIOTECHNOLOGIES BLANCHES
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BIOTECHNOLOGIES
BLANCHES I0DIESEL

’ *’ « elles ont pour objet la fabrication de produits
7 o chimiques et de bioénergie a [P’échelle

industrielle par Iutilisation de la biomasse

comme matiére premiere renouvelable »
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LES OBJECTIFS

MATIERES PREMIERES PRODUITS FINIS s
* amidon / glucose produits/intermédiaires chimiques »
* saccharose antibiotiques ¢
¢ huiles acides aminés «
enzymes ¢

* pommes de terte . .
. blé produits pharmaceutiques »
* mais ingrédients alimentaires ¢

* pomme de terre

polysaccharides ¢
* betterave

édulcorants ¢

e son
 paille tensio-actifs ¢
* dréeches matériaux (plastiques) ¢
* bois
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Les Biotechnologies BLANCHES

LA REALITE INDUSTRIELLE

* Bioéthanol 30 MTA
* Isoglucose 15 MTA
* Glutamate 1.5 MTA
* Acide citrique 1 MTA
* Acide lactique 0.25 MTA
* Acrylamide 0.20 MTA
* Antibiotiques 0.03 MTA

Millions Tonnes / An

Source : Pr. Wim SOETAERT

e ®
Pierre MONSAN ?‘,INSA LT!;EP

Les Biotechnologies BLANCHES

LES PRINCIPES DE BASE

* Utilisation confinée de microorganismes et/ou d’enzymes

* Production de composés chimiques, de matériaux, d’énergie a partir
de matieres premieres renouvelables

(carbone renouvelable vs carbone fossile)

¢ Bioraffinerie
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* Extrémophiles

Sources hydrothermales profondes

* Métagénomique
Extraction/Clonage de grands fragments d’ADN
-> accés aux microorganismes non cultivés
=> exploiter la biodiversité non explorée pour découvrir

de nouvelles molécules et enzymes
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—— Métagénome : nouvelle source d’enzymes
ANR PNRA Alimintest

Extraction d’ADN
génomique ADN vecteurs
génomique
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Criblage fonctionnel

Banque métagénomique
5 6 [ ]
(105 — 108 clones/ banque) Picrre MONSAN .,:5' INsR LT!;SP




Métagénomique : Alimintest

—— Methodologie de criblage fonctionnel

156 000 clones (6.10° bp)
6 activités

311 hits

B-glucanases, galactanases, a-glucosidases, xylanases, B-fructanases, pectinases

Enzyme specificity tested on 31
substrates

resistant starch Pullulan

pH and thermostability profile

48 clones (2.10° bp)
PerSunenCing Picrre MONSAN ":5,I.N.Sh -

Métagénomique : Alimintest

—— Analyse de séquences : Cazyme « data mining »

GHI7
GIucosnj;se
Nouvelles enzymes / familles / structures Camaoice
Nouveaux opérons / systémes multigéniques o
Cellulase
GH31
; Licheninase
Glucosidase CE6
Hylan
esterase
GH43
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Les Biotechnologies BLANCHES

OBTENTION DE NOUVEAUX ORGANISMES

* Modélisation métabolique

* Ingénierie métabolique

e ®
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Impact de I'Ingénierie Métabolique pour les Biotechnologies Blanches

Objectif : Amélioration dirigée de la synthése d'un produit par la
modification de voies métaboliques existantes ou
I'introduction de nouvelles voies métaboliques

Ressources I . Produit final

renouvelables 7 4 _d'infér-a_‘if
X indusiriel

Microorganismes

Usines cellulaires

Production a :
- rendement maximal
- vitesse de production maximale
- forte concentration

135 avenue de Rangueil - 31077 Toulouse cedex 4 - Tel : 05.6155.94.01 - Fax : 05.6155.94.00 - www.insa-toulouse.fr/lisbp
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Production of the antimalarial drug precursor
artemisinic acid in engineered yeast
Dae-Kyun Ro'*, Eric M. Paradise’™, Mario Ouellet', Karl J. Fisher”, Ihry L. Newman', John M. Ndungu',

Kimberly A. o', Rachel A. Eachus', Timothy 5. Ham', James Kirby', Michelle C. Y. Chang’, Sydnor T. Withers?,
Yoichiro Shiba’, Richmand Sarpong’ & Jay . Keasling "

Up to 100mg/L yeast
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ERGS in strain EPY224. The pathway intermediates IPF. DMAPP and GPP
are defined as A pyrophosphate, dimethyl allyl hosphate and
geramyd pyrophesphate, rospectively. Green arrows indicate the biochemical
pathway leading from farnesyl py (FPP} 1o acid,
which was introduced into S, cerevisiae from A. anmua. The throe oxidation
steps g diene to i acid by CYP71AVE and CPR
are shown.
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: Started in 204 by four postdocs from UC
Berkeley Professor Jay Keasling ‘s lab

» Initially funded in 2005 by a grant from the
Gates Foundation to develop a lower cost,
consistent supply of artemisinin

» Venture funded by leading investors; over
$160MM in grants and equity financing

» Pioneering yeast technology enabling
production of more than 50,000 molecules

» Product portfolio - anti-malarial drug, diesel,
Jjet fuel and a wide-range of chemicals

> Issued US patents covering diesel, jet, and
lubricant products

» Marketing and distribution channels to deliver
preducts in the United States and other global
markets
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: rd_ization & Automation of Strain Engineering

ible microbial engineering
AMYRIS

raditiona
construction

Labor intensive
planning

Hand crafted
construction

Relatively siow,
expensive,
efror-prone

Standard practice

4 week cycle, 40
strains per cycle
with 4 FTEs
Automated
construction

@ Computer
assisted
Robotics platform
for unit operations

Fast,

@ inexpensive,
reliable

@6 e

Automated Strain
construction

@ 6 week cycle,
5000 strains per
cycle with 4 FTEs
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Insertion of yeast vector
into bacterial genome

—e>

Isolation

RESGllV .,
‘e
Engineered bacteria '\

Recipient cell Genome with

a yeast vector

Transplantation Trenstorimation

Bacterial genome
Methylation cloned
O )(if necessary) in yeast O
J. Craig Venter,

Science, ao(t 2009 Isolation
O /Genome

engineering
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Outils et Stratégie de I'Ingénierie Métabolique

Optimiser la voie biologique
allant de la matiére premiére
au produit -
Biologie moléculaire

g‘ __ W Construction
de la souche
recombinante

Bioinformatique

Identifier la meilleure
voie biologique

onstruire la bactérie
qui utilise cette voie
métabolique

) 4

Valider I'efficacité”

de la voie )
métabolique choisie Pilot lab-scale
in silico

Flux métaboliques

' Quantifier les modifications
realisees pour savoir ce gui
doit eire fail apres

-Du-produit-a la meilleure bactérie
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L'Ingénierie Métabolique dans les entreprises de la Chimie

+  Cargill/Nature work - Acide Lactique pour les polymeéres
+ DuPont - 1,3 Propanediol - Isobutanol

* Cargill/Novozymes - 3 HydroxyPropionate

* GoodYear - Genencor - Isopréne

- DSM/Roquette - Acide Succinique

* Metabolic Explorer - Méthionine - Acide Glycolique - 1,3

Propanediol - Butanol

+ Genomatica - 1,4 Butanediol

e ®
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Les Biotechnologies BLANCHES

OBTENTION DE NOUVEAUX ORGANISMES

* Modélisation métabolique

* Ingénierie métabolique

* Génomique

* Protéomique

* Métabolomique

* Biologie synthétique

ot 8 <
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Qu’est-ce que la métabolomique ?
Une approche de biologie intégrative dédiée a I'analyse du

métabolisme a I’échelle du systéme biologique

i
Flocome
Analyse desvilesses
reefles de comversions
métaboliques

Q Chimiométrie: phénotypage haut-débit et recherche de biomarqueurs
O Génomique fonctionnelle: analyse fonctionnelle des réseaux métaboliques

[ ]
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De la connaissance
du micro organisme
et de sa physiologie




DE NOUVELLES ENZYMES

* Historique

Ingénierie enzymatique
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Ingénierie enzymatique

—— Searching for the perfect enzyme

Screening of Combined

approaches

Computational tools
Virtual screening

A
\\ metagenomic
105-106 libraries
104,10%
. :
0
2
Il 103-104
§ DNA
E —_— shuffling
15}
+ Site-directed o\
§ and random (\5’3
E mutagenesis %
Bioinformatics
Natural Molecular modeling
enzymes X-ray
1960 1970 1980 1990 2000 2010




Ingénierie enzymatique

DE NOUVELLES ENZYMES * par évolution dirigée

Plateforme ICEO  Ingénierie Combinatoire et criblage a & S
P ., bcrm  Conseil Régional
haut débit d’enzgymes optimisées

it INRA INRA

la seule plate-forme académique
frangaise dédiée a ['évolution moléculaire
dirigée des protéines

@
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Ingénierie enzymatique

Cibles : a-D-glucosylation specifique d’ oligosaccharides de S. flexneri

1|3 14

ElurLrRhap li'nﬂhap }ﬁ@ a-L-Rhap |ﬁ|urLrRhap lﬁ' wthaplE
112 112

@ 1,2-cis glucosylation : étape @
limitante de la synthese
OH R
chimique des HO&
W&A@0$ oligosaccharides de Ho O: oH
m\w S. flexneri - 0%0,,,,
OAc NHAC
O
m@&; Y HO\ON

a-L-Rhap

o

HO o OAc
Ho\m; Lever la limitation par HOW
/\g 9 une étape enzymatique RS
HOH)\(/ﬂ\O d’a-D-glucosylation Ho\ﬁd
e régiosélective no' 1
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g ds Syt Bl

' OSubsne
(Glucosy! unit)

h
Amylosucrase from
Neisseria polysaccharea

L"

Reshaping of subsite +1: j
- Mapping binding site residues important for functional plasticity

- Identifying most promising positions to be modified to favour Maltoheptaose (PDB: IMW0) -

acceptor recognition without interfering with sucrose binding

irza et al., Bjpchemis

Pierre MONgANet al _g'mahemmem

LlSBP : Amylos;ld’cll;se semi- ;';rtlonal eﬁgmeermg

g ds Syt Bl

Identification of 7 mutagenesis targets

289 290 0 330 331 394 398 389 400 401 s

COB0-0—C000—0O—00—C 0600

First shell residues (subsite +1)
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Les Biotechnologies BLANCHES

DE NOUVELLES ENZYMES

* par mutagéneése dirigée
* par évolution dirigée
* par combinaison d’ingénierie rationnelle et aléatoire : Néozymes

* puis suivent des étapes de: ¥ production

v purification (obtention de cristaux)

v immobilisation

e ®
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e QPTIMISATION D°’UN PROCEDE ENZYMATIQUE

-
Solvant Productivité
Activité
@ Spécificité
Y — @ @ Stabilité
3
. : (Al Partage Sustrat\ Enzyme
7 | |Blecatalyse :
DERE (a0
(e :
Réacte:rl;ngzznatiqu Produit
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Les Biotechnologies BLANCHES

LES AVANTAGES DES BIOTECHNOLOGIES BLANCHES

= Des procédés compatibles avec ’environnement
* Température, pH
* Production de sels limitée
* Pas de solvants
* Utilisation de membrane

* Consommation d’eau et d’énergie réduite
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Les Biotechnologies BLANCHES

LES BIORAFFINERIES

Glow i

e carbone renouvelable

* Intégration agriculture/industrie
* Valorisation de la plante entiere
* « craquage » végétal

* applications alimentaires et non-alimentaires

ot ® ~
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Les BiotechnologieerBLANCHES

IMPACT SUR L’ INDUSTRIE CHIMIQUE

2009 7-8 %

2020 15 % (objectif Union Européenne)

11 a 22 G€ Valeur Ajoutée/an

Sonrce : MC KINSEY;, 2002

e ®
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Les Biotechnologies BLANCHES

LES BIOCARBURANTS

=)  Des étapes a franchir

* 1G : Amidon (mais, blé), saccharose (canne, betterave)
Compétition avec les utilisations alimentaires

* 2G : Biomasse lignocellulosique
Co-produits (rafles, son), forét, cultures dédiées

* 3G : Microalgues, microorganismes

e ®
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Les Biotechnologies BLANCHES

e LA COMPETITION INTERNATIONALE

=) Des investissements conséquents
* USA - DOE : 2 laboratoires BioEnergie
* Japon, Université de Kobe : 70 M€
* Belgique, Université de Gand : 21 M€
* Pays-Bas
* Allemagne

e ®
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Les Biotechnologies BLANCHES

LEXISTANT EN FRANCE

=) Des investissements prometteurs
* AIL : BioHub (90 M€, 6 ans)/ AlgoHub (28,4 M€, 5 ans) Roquette
* AII : Osiris (77 M€, 8 ans) Soufflet
* OSEO-ISI : Futurol (11 partenaires, 74 M€ dont 30 M€ OSEOQ, 8 ans)
* Plate-forme Bio Démo (Bio amber DNP/ARD : acide succinique)

* Péle de compétitivité TAR 200 M€

e ®
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White Biotechnology
center of excellence

TOULOUSE WHITE
BIOTECHNOLOGY

@& WHATISTWB ? Ifi
French expertise center in white biotechnology

Born in 2011, granted by the French National Agency
for Research to the level of € 20Mo over 10 years

€ 10Mo for equipment

{} € 10Mo for running costs

TWB Centre is a public-private partnership: € 40Mo minimum

19 Private companies
5 Investors

—9 Public partners and local authorities




& THE INDUSTRIAL (WHITE) BIOTECHS

(ryp

|
I
1
I

SUSTAINABLE
RESSOURCES

SOCIAL ISSUES

I S —

G

@
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« One ambition of the “ Investment for the future ” program is:
“To Invent a new knowledge-based Bio-economy and promote the
use of renewable biological resources”

« Stakeholder sectors: Chemistry, Bio-fuels, Bio-materials...
Bio-sourced feedstocks
Combined processes (Chemistry, Biocatalysis, Downstream processing)
Products with new characteristics

< INITIAL PARTNERS

INRA: World’s second biggest public R&D organization In the agro-sector, with
a strong history in green biotechnology and strong investment in the use of
renewable carbon.

LISBP: Internationally recognized research lab integrated to the INSA
engineering school (INSA Toulouse)

@
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@ TWBIS BASED ON LISBP SKILLS

Life Sciences
Microbiology/Enzymology
5
-
LISBP
v

Engin
Chemical/Process engin

Human and social sciences

@&  THE CHALLENGE Jeie®

« Strengthen France’s contribution to the “Bio-
based economy” landscape

« Generate a critical mass of scientists
excellence in Industrial Biotechnology

PROOF-OF-CONCEPT research center

« Provide a win-win context for public-private
partnership and a fast track for innovation

O
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& TWB ORIGINALITY

o

« MARKET PULL basic and applied research with performance

PUBLIC/PRIVATE interface

¢ Upstream and downstream integration, to provide a complete
technological research continuum

« Research by project management

¢ Integration of BIOETHICS and SUSTAINABLE development
policy

¢ Business development, communication and marketing policy

o
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THE HEART OF TWB: TOOLS FOR BIOMASS REFINING

h T . JTARESHEPD - LD TR
Feedstock Renewable carbon sources
Lignocellulose, Sugar, Fatty acids

Increasing Biorefinery performance
Fractionating raw materials
Transforming feedstock to products
Recycling by-products
Transforming intermediates

Technologi
cal
strategies

Natural metabolic pathways Synthetic metabolic pathways

Discovering and optimizing existing Reassembling metabolic biopathways

biopathways Creating synthetic pathways

Synthetic Biology

Vi \V

Multicriteria optimization (economic, environmental, technical)
of the operating variables in the proposed processes
Fermentation, Enzymatic catalysis, Bioreactors & Downstream processing

Organic chemicals intermediates (Synthons), Polymers
End Food, feed, bulk and fine chemicals

prOductS Biofuels

Precursors for chemical processes

~
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¢ PusLIC/ PRIVAT
AT

The consortium contract will ratify :

N

ETWB Co

e A public-private pact, in which
partners engage to work together for
10 years

¢ The R&D goals for industrial
biotechnology

e An outline agreement that will provide
the guidelines for future R&D
contracts and IP sharing

e Corporate governance

| e Partneraccess fees/contributions

SORTIUM [NERESES

o

Performance Objectives

Scientific excellence and
international visibility

Production of technology

Socio-economic benefits

e ®
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Cellule
Exécutive

)\
1
d’Ethiquei Conseil
etde |}
éveloppemer:l
1

Durable

v
o —————————
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Construction, evolution and screening of enzymes and microbial Banks
Automated & High throughput metabolic analysis
Automated protein separation

2 Analytics Platform
Molecular interactions
Imaging
Mass / Chromatography
Single cell analysis

3 Biotransformation & Culture process
Single or complex (consortia) microbial bioconversion (up to 20L)
Bioreactor modeling
Enzymatic processes

4 Unit operations, Upstream/Downstream processing

Pretreatment
Purification, formulation

5 Information technology platform

Laboratory Information Management System
Data management

6 Environmental evaluation
Analysis & optimization of carbon footprint

Analysis of energy fluxes and life cycles of developed products and processes
Pierre MONSAN
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7 uman and Social Sciences Plattorm

*Hosted by Ecole Supérieure d'Ethique des Sciences (ESES)
Social acceptance of products and processes
Expertise in bioethics and science and society.

TWB EXTERNAL SUPPORT PLATFORMS

8 Toulouse Genotoul
A ICEO (Enzyme engineering and Screening)
Get ( Biochips, Genomics and Transcriptomics technologies)
Societal (Reflexion and information on Bioethics)
Metatoul (Metabolomics and Fluxomics expertise center)....

g eno geno |
Se Yl
vi c metatoul

E

Seene ] [§eeneid] [§/6eT

proteo societal Génome et
Transcriptome

Pierre MONSAN "ég,INSh
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¢ TWB AcTiviTy P

Pre-competitive R&D Competitive R&D

The Strategic Steering Committee
selects the projects and realises the | Targeted and realised by industrials
project engineering and academics following bilateral or
Academic research teams (LISBP) multilateral interactions

Priority access to results for TWB FREE licence to TWB for out-of-
partners target applications

e ®
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/ System Test, Launch
& Operations TRLY

System/Subsystem | | TRL8 L L
Bevelopment = Development in industry facilities

Technology
Demonstration v

Research to Prove
Feasbiny TWB intermediate projects

Basic Technol
Research g

1

\
1
i 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
: 1

. . . 1

i Technology TWB industrial projects

1
1
i i
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
[ 1
! ]
\ 7

______________________________________________________________

TWB Technology readiness level (DoD classification 2006)
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& TWB PROJECTS AND FORTHCOMING ACTIVITIES

French National Research Agency gran

« SYNTHACS (Adisseo-INSA) — ANR 2011 Laureate, 3.5M € funding for 5 years

European Union granting
< BIOCORE 23 Partners 13 EU Countries € 20 Mo

Other forthcoming lead projects

e ProBio3 (Airbus-EADS, Sofiproteol, Syral)
e CELLUCa (Arkema, Metex, Cellectis, CIMV)

Conference

« RRBS8 - Renewable Resources and Biorefineries
Toulouse, June 2012

& TWB MEMBRES (1)
Partenaires
LISBP

INRA / INRA Transfert

'y

Péles de compétitivité

e Agrimip Innovation

. . e Pole IAR
e |nstitut Catholique de Toulouse
e CNRS
Collectivités Investisseurs

e Région Midi-Pyrénées Sofinnova

e Sicoval
Seventure
e Grand Toulouse

SATT Midi Pyrénées

<
<
« Demeter
<
< Emertec
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TWB MEMBRES (2
ETI
< PROTEUS
« METabolic EXplorer
Grands Gr oupes « NOVASEP Process
* TOTAL « MAGUIN
e L'OREAL
e MICHELIN PME
e ADISSEO « GTP TECHNOLOGY
e ROQUETTE « DEINOVE
e SYRAL « CiMVv
e VEOLIA
Start-ups
* RHODIA GLOBAL BIOENERGIES
e SOFIPROTEOL -
< LIBRAGEN
« CARBIOS

e ®
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—== Merci pour votre attention !!!
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