
Molekularni biologi: izolacija, karakterizacija, mutageneza, izražanje genov v (industrijskih) mikroorganizmih 
Biokemijski inženirji: rast GS mikroorganizmov v velikem merilu pri optimalnih pogojih 
 
Povečevanje volumnov kultur (scale-up) ne pomeni enostavnega linearnega povečevanja pogojev iz laboratorijskega merila. 
Potrebna so posebna znanja, povezana predvsem z delovanjem bioreaktorjev. Za doseganje optimalnih pogojev rasti je 
potrebno uravnavati T, pH, tip in hitrost mešanja ter konc. kisika. Splošno pravilo: za vsako 10-kratno povečanje volumna je 
potrebno na novo določiti optimalne pogoje. 
 
Koncept bioreaktorja: posoda za kontrolirano rast celic v sterilnih pogojih. Hkrati predstavlja mehanizem biološke varnosti. 
Preko v bioreaktor vstavljenih sond je mogoče stalno spremljanje parametrov rasti in njihovo uravnavanje. 

http://www.ecs.umass.edu/che/henson_group/research/bioreactor.html 

Gojenje GSO v večjem merilu 



Proizvodni postopki, ki vključujejo rast mikroorganizmov, imajo 
več stopenj: 
- priprava gojišča in sterilizacija gojišča in fermentorja; 
- založno kulturo gojimo v epruveti, nato v erlenmajericah, 

predfermentorju in končno proizvodnem fermentorju 
(sterilen prenos materiala!); 

- ločevanje celic od tekočine (centrifugiranje ali filtracija); 
- za znotrajcelične proteine celice razbijemo in odstranimo 

debris; 
- za zunajcelične proteine izvedemo izolacijo iz gojišča. 

Stopnje proizvodnega procesa 



Šaržna fermentacija: Gojišče pripravimo vnaprej in vanj vcepimo predkulturo.  

Šaržna fermentacija z dohranjevanjem: Sestavine gojišča dodajamo postopno, med potekom procesa. 

Kontinuirna fermentacija: Hranila dodajamo postopno, ves čas procesa pa tudi odstranjujemo biomaso (z izrabljenim gojiščem). 

Tipi fermentacijskih postopkov 



Razmere v reaktorju se ves čas spreminjajo (konc. hranil, biomase, produkta). Kultura ima značilne faze rasti (lag = faza prilagajanja, faza 
pospeševanja, log = logaritemska = eksponentna, faza pojemanja, stacionarna, faza odmiranja). 

Šaržna fermentacija 



Ker sestavine gojišča dodajamo med potekom procesa, se logaritemska in stacionarna faza podaljšata, s tem pa se poveča koncentracija 
biomase. Produktov, ki nastajajo v stacionarni fazi (npr. antibiotiki), je več kot pri šaržnih postopkih. V stacionarni fazi se poveča tudi 
proteoliza, zato za proizvodnjo rekombinantnih proteinov postopek ustavimo pred to fazo. 
Kdaj je treba dodati sveže gojišče, določimo posredno, preko sprememb v pH ali konc. CO2. Spremljanje procesa mora torej biti bolj 
natančno kot pri šaržnem postopku. Po drugi strani pa so izpleni lahko tudi več kot 10-krat večji.  
Ta način gojenja je za delo z insektnimi in sesalskimi celicami v kulturi edino uporaben.  
 

Šaržna fermentacija z dohranjevanjem 

Kontinuirna fermentacija 

Vzdržujemo konstantno gostoto celic ob konstantnem volumnu kulture. S stališča stroškov je ta tip gojenja najugodnejši, čeprav ga 
sorazmerno redko uporabljajo za mikrobne celice. Reaktorji so manjši od šaržnih (za enak izplen), zaključni procesi potekajo neprestano (ni 
ozkih grl in prekinitev) in v manjšem merilu, celice so fiziološko ves čas enako aktivne in hitrost proizvodnje je enakomerna. Po drugi strani 
pa zaradi dolgih fermentacij opažajo izgubljanje vektorjev, lažje pride do težav s sterilnostjo, zaradi morebitnih novih šarž gojišča med 
potekom kontinurine fermentacije pa lahko pride do zastoja v rasti in proizvodnji (prilagajanje na nove pogoje).  

 



Med fermentacijo spremljamo osnovne parametre gojenja, to so koncentracija raztopljenega kisika, T, pH, raven mešanja. Ti parametri 
najmočneje vplivajo na rast, proizvodnjo in stabilnost produkta. 
 
Koncentracijo kisika uravnavamo z reguliranim dotokom sterilnega zraka. Spreminjamo lahko tudi velikosti mehurčkov (bolje, če so manjši). 
Če so potrebe po kisiku zelo velike, lahko fermentor deluje pri povišanem tlaku, ali pa v kulturo namesto zraka uvajamo kisik. 
 
Spremembe pH so posledica izločanja metabolitov. Preko senzorjev spremljamo spremembe in s črpalkama, ki (ob mešanju) uvajata kislino 
ali bazo, uravnamo pH na vrednost, ki je za izbrani mikroorganizem optimalna. 
 
Proizvodnja naj bi potekala tako, da bi v čim krajšem času v danem volumnu dobili čim več produkta. Za visoko proizvodnjo je ključna visoka 
gostota celic. Za E. coli so visoke vrednosti >50 g (dw)/l kulture v šaržnih postopkih. Suha teža (dw) predstavlja ~20 % mokre teže (ww). Tako 
visoke vrednosti biomase dobimo samo z optimalno sestavo gojišča in pogojev gojenja. Nekatera hranila in nekateri metaboliti lahko v 
previsokih koncentracijah zavirajo rast celic (glukoza > 50 g/l, fosfor > 10 g/l, amonijak 3 g/l). Acetat, ki nastaja pri anaerobni rasti in v 
prisotnosti prekomerne konc. glukoze, deluje na rast zaviralno, zato glukozo lahko nadomestimo z glicerolom, ali pa znižamo T. 
 
Visoke celične gostote lažje dosežemo v šaržnem postopku z dohranjevanjem, pri čemer uporabljajo različne protokole dovajanja svežih 
hranil (linearno, stopenjsko, eksponentno). 

 

Povečevanje učinkovitosti fermentacije 



V grobem tipe bioreaktorjev razdelimo glede na način mešanja 
kulture: mešalni tank (STR = stirred-tank reactor), kolonski 
reaktor (z mehurčki; bubble column), reaktor z dvigovanjem zraka 
(airlift reactor) z notranjo ali zunanjo zanko. 
 
Obstajajo tudi posebne izvedbe, npr. predalni bioreaktor (trdna 
gojišča), fotobioreaktor (potreben dostop svetlobe, minimalna 
globina). 
 
Najpogosteje uporabljamo STR. 

Konfiguracije bioreaktorjev 



Gojenje lahko ločimo v več faz, npr. takrat, ko je potrebna 
sprememba temperature med gojenjem (indukcija izražanja). 

Dvostopenjske izvedbe procesov 



Proizvodnja rekombinantnega proteina v istem sevu GS celic 
poteka v različnih tipih fermentacijskih procesov različno. Vsak tip 
ima svoje prednosti in slabosti. 

Izbor tipa procesa 





Za zbiranje celic iz kulture uporabljamo centrifuge ali membranske filtracijske 
sisteme. 

Zaključni procesi: filtracija kulture 



Razbijanje celic izvedemo v industrijskem merilu z mokrim mletjem, homogenizacijo z visokim tlakom ali s postopkom ‚inpingement‘. 

Zaključni procesi: razbijanje celic 



Iz celičnega supernatanta ali lizata izoliramo proteine s podobnimi osnovnimi tehnikami kot v laboratorijskem merilu, a s posebnimi 
izvedbami, prirejenimi za industrijsko merilo. 

Zaključni procesi: izolacija rekombinantnega proteina 



Zaključni procesi: izolacija rekombinantnega proteina /2 


