L'acide succinique, exemple
d’un changement
d’échelle réussi grace au
passage au stade du
démonstrateur industriel
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ARD est situé au coeur de la Bioraffinerie de omacle-Bazancourt

ARD - Centre de recherche mutualisé (1992)
Wheatoleo - Tensioactifs verts (2010)

ADM - Chamtor
Amidonnerie - Sucrerie Ethanol Air Liquide
Glucoserie(1992) (1953) (2007 - 2009) (2010)

Crédit photo €anon - Proc

- - 203 50 M € investis chaque année
Procetho! 2G - P,rOJet FUTUROL Soliance (Givaudan) 160 ha de superficie
Pilote d’éthanol Ingrédients cosmétiques (1994) plus d'un million de tonnes de blé traité par an

lignocellulosique(2011) g q 2,2 millions de tonnes de betteraves traitées par an
Plusieurs biomasses d’intérét : betterave, blé, luzerne, miscanthus, sous-produits de la 1ére
transformation destinée a I'alimentaire
Recherche académique en biotechnologies 1200 emplois directs et de 'ordre de 1000 emplois indirects

industrielles (2011 — 2012) http://www.institut-europeen-de-la-bioraffinerie.fr/
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Nos domaines d’expertise

Nos
Compétences

Nos
Produits

L'INNOVATION VERTE

Fractionnement/
Purification

Traitements mécaniques,
chimiques, enzymatiques
ou thermiques,

O Dépolymérisation chimique

ou enzymatique,

Q Purification par séparation

solide/liquide (tamisage,
pressage, décantation,
centrifugation, filtration
frontale ou tangentielle),
Echanges d'ions,
adsorption ou
chromatographie,

Pentoses extraits de son
de blé

Principes actifs
cosmétiques

Eliciteurs
Prototypes alimentaires
Sucres rares

Ethanol de 1¢re
génération

O Ethanol lignocellulosique

O Protéines de luzerne

Biotechnologies
Industrielles

Criblage de souche

Fermentation : batch, fed
batch continu;

Fermentation
aérobie/anaérobie

Extraction de métabolites

Purification

Biopolymeéres

Bioéthanol de 1¢re
génération

Acide succinique

Autres intermédiaires
chimiques

Production de souches
de qualité alimentaire

Produits alimentaires
fermentés

Chimie du Végétal

O Chimie organique
fondamentale :
Chimie des substances
d'origine végétale
(sucres) / Catalyse /
Chimie des Polymeres.

Physico-chimie des
Interfaces et Colloide :
Formulation en

détergence, cosmétique,

agrochimie...

O Polyesters et agro-
matériaux

Tensioactifs verts

Produits chimiques de
spécialité pour la
cosmeétique, la
détergence, le BTP,
I'agro-industrie,
'aéronautique, la
plasturgie...

Environnement

Analyse des nuisances
olfactives

Traitement des effluents
(voie aérobie/anaérobie)

Biodégradabilité
Tests d’écotoxicité

Analyse de Cycle de Vie
(ACV)

Analytique

0 HPLC-HPLIC
O Analyse sucres

Q Analyse lons

O Analyses
Bactériologiques

O Cendres, azote, fibres,
OD...
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e Biotech. : quels défis a rel

Barrieres techniques a la production de molécules p ar biotechnologie

Ameliorer les microorganismes (biologie moléculaire)

Réduire la formation de co-produits (ex : acétate)

Ameliorer les rendements et les productivités

Réduire les colts de séparation/purification

Gérer le changement d’échelle et réfléchir en systemes intégrés

Autrement dit, quels sont les indicateurs de perfor mances clefs pour réduire
les codts ?

Ameliorer le Rendement global du procéde
Rendement biologique (biomasse et produit); Rendement du DSP (extraction et
purification)

Ameliorer la Productivite globale du procédé
Productivité spécifique (par unité de biomasse) et concentration cellulaires

Ameliorer la Concentration finale en produit recherché
Facilite I'extraction, réduit la taille des fermenteurs
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* Quelles performances labo doivent-étre atteintes a I’échelle
industrielle?

*  Concentration cibles, rendement produit/substrat, productivité de
la réaction, productivité de l'installation... établir le cahier des
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Quelles contraintes potentielle ?

Maintien de la sterilité

Transfert en oxygene a plus grande échelle (vitesse d’agitation,
Kla, hauteur de colonne d’eau...)

Chaleur a evacuer (réaction exothermique; le volume augmente
au cube alors que la surface d’échange augmente au carré)
Gestion des intrants  (volume/débit a stériliser; par vapeur; par
filtration...)

Reésistance des matériaux__(corrosion, pression, contraintes
mécaniques)

uuuuuuuuuuuu




La production d’acide
succinique par
biotechnologie

Verrous et challenges
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Acide succinique : molécule platefo

Biophosphor

Flavor
Stimulant additives

for plant
orowth

Food
ingredients,

Pharmaceutical Solvent
intermediate Additive

] 4-Amino
Neuroactive Butanoic _
Acid '\ Additives "E‘ifj‘“
- s Food
- | 2-Pyroli- Maleic hd additiv
Butvrolactone dinone Anhvdride Fumaric
<D ~
Tetrahydrofuran ¥ Dimethyl
Succinate Succimide
C ).7 1.4- -
— Hyvdroxy %
Butanediol Speciality \‘ Sl].l'_‘ timitie PEptlﬂf‘:
¥ Chemical synthesis
Polysuccinate

Biodegradablé

Surfactant

Source: US DOE — Top Added Chemicals from Biomass

Plating
compound
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La biologie moléculaire au service de I

Succinic Acid

Molécule plateforme en C4

DNP disposait des droits d’utilisation des brevets
du DOE sur la souche modifiée dans le cadre de
programmes de R&D US DOE.

HO
OH

Gle Kyl
PEP
Pyr
GIEGP

RulGP

Fru FruépP /
= |
PEP 1 XylsP Rib5P
Pyr FDP
Glycerol —» DHP—% ‘ (
L GAP - Ery4P Sep7P
| C J

C02 ‘ F’ir X Lactate

EtOH
Recdluctive r
Arm TCA OAA — Citrate
Oxidative
Arm TCA
Malat:

Glyoxylate Isocitrate

K‘ Fumaral te —— Succinateq—J

Modification de la souche E.Coli

ard® m La souche E.Coli métabolise les C5
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Histoire de BioAmber

ARD et DNP entrent en contact

Scale-up du procédé sur un 80m?3 + DSP associé

Création de la JV BioAmber Lancement de la
construction de BioDémo.

Passage en phase opérationnelle sur le Démo

Finalisation de la licence globale

Modification du capital de BioAmber
Lancement de la construction de la 1éere usine
dans I'Ontario
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ARD et I'échelle des TRL (Technology Readiness

Echelle d’évaluation du degré de maturité atteint par une technologie
Origine Nasa pour gérer le risque technologique de ses programmes

" - o . .
Test systéme, lancement [ | ; — - I\ | Systéme réel achevé et qualifié par des missions opérationnelles Exploitation Industrielle et Commerciale
et réindustrialisation o | J réussies
L
Développement I| TRLs I Systéme réel achevé et qualifié par des tests et des démonstrations Démarrage de l'unité industrielle
systéme/sous-systéme I
= Démonstration d’'un prototype du systéme dans un environnement Test du procédé en environnement industriel
Démonstration opérationnel
de la technologie Démonstration d’'un prototype ou modéle de systéme/sous-systéme Test du procédé partiel / complet & I'échelle prototype
— TRL6 dans un environnement représentatif
L P
. Validation de composants et/ou de maquettes en environnement Test du procédé partiel ou complet & I'échelle pilote
Développement représentatif
de la technologie Intégration des composants technologiques de base a
RL 4 alidation de composants et/ou de maquettes en laboratoire I'échelle laboratoire (O.U. d’un procédé)
Recherche et reuve analytique ou expérimentale des principales fonctions
démonstration faisabilité | et/ou caractéristiques du concept Phase active de R&D (analytique / labo)
L
Recherche technologique e Congept technologique et/ou applications formulés Phase d'invention - Vérification des principes de base
fondamentale
Principes\Je base observés ou décrits de la R&D fondamentale a la R&D appliquée
l L} L - - -
SN PrO] et SUCCIHIQU@ 2005 http://www.entreprises.gouv.fr
\\
http://www.netl.doe.gov N i i 1
P: -netl.doe.g . Zones d’intervention d’ARD
\

N\,
2 Zones d'intervention d’ARD avec partenariat
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 Challenges 2005

 Rupture technologique

— Pas de référence industrielle connue
* Microbiologie (MGM + AB, intégration CO,...)
* DSP
e Qualité produit (Petrochimique Vs Biotechnologique)

— Pas de recul sur le long terme sur certaines
technologies

e Electrodialyse bipolaire

— Pas de modele économique
e Substrat brut (peu cher) Vs DSP
 Modele type ratio pas assez fiable

.q¢  =>(TRL4=>TRL3)
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Biologie moléculaire / procédé : une méme

Matiéres premieres(C, Matieres premieres (moQt de fermentation)
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01100 551/04 Image source from KEGG

‘ Approche intégrée Fermentation + DSP

Validation de la robustesse :

- souche
- procédé de fermentation 3
- DSP d
Analyse économique (substrat Vs DSP) -
ardﬂ Validation de la qualité du produit (PPM, PPB)
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Quel procédé choisir ?

DC process EQ; procesd NS pncess Un procédé doit-étre:
organism, sugar organism, sugar organism, sugar )
nutrients, water, NH, nutrients, water, NH, nutrients, water, Ni-l3

) -Robuste,
. -Economiquement rentable,
-Durable et avec le plus faible

Propagation I' off-gas I Propagation off-gas

- protection contre les contaminations,

- faible génération de sels,

- moindre consommations énergetiques,
- simplification du procédé de purification,
- réduction des codts.

Decolorization &
lon exchange

Decolorization &

lon exchange Evaporation

sugar : i
X sugar i sugar ' )
ety | Fomentton [11 vater Formontation [ | water _impact carbone possible,
me co; | co,
SiL Separation biomass biomass un prOCédé doit permettre
c i c : ™ . , N
HEl — o L e, [ eancason | — : 'obtention d’un produit a haute
> S’ < = | | Emte | ureté (dans le cadre des molécules
L ! effluent nl‘::ralnl * + ' p . o
Evaporation |——# water ! Uttrafiltration cysaization | - Plate-forme : syntheses chimiques)
o 5 v v ?
- | puicain | [ onma | Dans le cas d’un acide organique,
! i “on préférera une fermentation a bas
| oy
| ! Y ! '

mother

liquor Crystallization

Crystallization

_‘r

Succinic acid Succinic acid Succinic acid Ammeonium sulphate

Source: Biofpr (Biofuels, Bioproducts & Biorefining)
Cok B., et al., 2013. Succinic acid production derived from carbohydrates: an
ﬂ energy an greenhouse gas assessment of a platform chemical toward a bio-
a rd based economy; Utrecht University
vvvvvvvvvvvvvvvv Romainville, Adebiotech, IAR, Scale Up, 22 novembre 2017 | Pagel4



e Déroulement du projet

Phase 1 : Phase 2 : Phases 3 & 4 : Phase5
] | I
2005 2006 | 2007 | 2008 | 2009 2010
| | |
| | i M) o
I I o !
| I
| | :
] I
simulations Pﬁ _ Suivi du projet, négociations, achats
e T
scaleup : DAE Echanges techniques & R&D labo complémentaire

.- R&D labo APD

projet _

IPSB —
Fournisseur x : : —_— :
Fournisseury : : —— :
Fournisseurz : : —ls- :

L'INNOVATION VERTE
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Des plans a l'installation en passant pé
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Nécessité d’'un démonstrateur

@—o—a
Bio’Dé
10 Lemo
_.--'-"'-.--______--—_—-H-._,
Microbiologie Laboratoire Pilote Démonstration
< > < > < > < >
Biologie 21, 51, 30I, 150l, 2m3,10m3 180ms3, 350m?3

moléculaire Fermenteurs

X BioDémo fonctionne en mode 5X8 (H24, 7/7)
m  Génération des données a I'échelle industrielle
X Travail conjoint entre les equipes R&D et l'ingénierie

X ARD dispose de I'ensemble des équipements nécessaires pour la purification : filtration, échange
d’ions, électrodialyse, évaporateurs, cristalliseurs, centrifugeuses ...

M Les partenaires d’ARD peuvent bénéficier de cette plate-forme pour leurs propres procédés de
mise a I'échelle (depuis 2013).
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Génération de données

EXPLOITATION DE

DONNEES

Vérifier les performances

Calcul de bilans masses

L Calcul des bilan énergétiques
Détermination des co(ts de

fonctionnement
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Plus de 600 capteurs et
sondes sur le démonstrateur

Contraintes de codt importantes
Arbitrage performances
technologiques Vs économiques
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e Synthese

m  Milieu défini m Milieu industriel

® Laboratoire x Démonstrateur E Usine
@—@—2 .
. @
I F;rocec{e Sarnia Ontario Canada
Microbiologie aboratoire i
< g > < > < Pilot Scale > < > 30 000 MT
Biologie moléculaire 2|, 51, 30I, 150, 2 m310m3 180 m® 350 m3

2005
m |’'étape clé du développement a été I'acces a des données generées
au stade préindustriel lors du passage au démonstrateur (§ risque)

M La capacité de BioDemo était de 2 000 Mt
ard?
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Une réalité industrielle, mais diffig

Home | Careers | Subscribe | Contact | NYSE: BIOA

REQUEST QUOTE REQUEST SAMPLES

ELATIONS | TECHNOLOGY | NEWSAND EVENTS

ISO MANAGEMENT !

NYSE: BIOA |

$10
| r 15
| 50

2014 2018

1dy 1mo 6mo 1yr Syr
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Stock Quote Stock Quote
BIOA NYSE:BIOA
Exchange: NYSE (US Dollar) Exchange: NYSE (US Dollar)
Price: $3.78 Price: $0.46
Change: $0.10 (2.72%) Change: $0.02 (4.11%)
Volume: 14.9K Volume: 1.5M
Market Cap: $109.0M Market Cap: $23.8M
Investor Minimum 15 minute delay Minimum 15 minute delay
Relations > : Refresh auote » Refresh quote »

M 2016 mx 2017 O Page 20




Merci pour votre attention !!!
www.a-r-d.fr

o
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