ZAKLJUCNI PROCESI V
BIOTEHNOLOGIJI
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Stopnje biotehnoloskega procesa
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Sestava fermentacijske brozge

voda:
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Koncentracije produktov v
reakcijskem mediju

Proces Koncentracija produkta
[ut. %]

200 m3 Sarza

citronska kislina 10

mlecna kislina 5

etanol 7-12

50 - 200 m? Sarza

cefalosporin 3

penicilin 3-5

streptomicin 1

ekstracelularni encimi 0,5-1

50 m? Sarza

vitamin B12 0,005

riboflavin 0,1




trzna cena (US $/kg)

10°

107

Odvisnost trzne cene od koncentracije v
osnovnem viru (brozga, krvna plazma...)

monoclonal
antibodies

therapeutic

enzymes
O ethanol

o

10

| 1 |

= 10® 107 10° 10°

koncentracija v zacetni snovi (kg/m3)

|: terapevtski proteini
(faktor VIII, urokinaza)

lI: diagnosticni encimi,
monoklonska protitelesa,
inzulin, luciferaza,
glicerofosfat
dehidrogenaza

[1I: industrijska proizvodnja
v velikih koli€inah
(antibiotiki, proteaze,
amilaze, organske kisline,
etanol)

Vir: J.L. Dwyer, 1984,
Bio/Technology 2, 957-964.



Znacilnosti bioprocesov po trznih podrocijih

Podrogje | Podrogéje Il Podrogje lll

Ve“.kOSt : 0,1 — 102 kg/leto 103 — 10° kg/leto 106 — 10° kg/leto
proizvodnje
Produkcijski : delno rekombinantna nespremenjent

: rekombinantna DNA organizmi
organizem DNA .

(wild type)

Cistost produkta zelo visoka visoka/zelo visoka relativno nizka

|zkoristek procesa

ni pomemben

nizek/ni pomemben

zelo visok

Stroski surovin

majhen delez

20 — 50 % cene

50 - 90 % cene

Tehnike izolacije in
CisCenja

afinitetna
kromatografija,
preparativna
elektroforeza

adsorpcija,
kromatografija,
membranski procesi

filtracija, ekstrakcija,
adsorpcija,

obarjanje, uparjanje,

membranski procesi

Cena izolacije in ¢iS€enja:
penicilin: 60% proizvodnih stroSkov,
rekombinantni proteini, monoklonska protitelesa: 80-90%




5 glavnih stopenj pri izolaciji bioproduktov

Predobdelava

razbitje celic
stabilizacija
sterilizacija

flokulacija

LocCevanje

filtracija
sedimentacija
centrifugiranje

— | trdno/kapljevina |

Oblikovanje koncnega
proizvoda

Koncentriranje
membranski procesi
obarjanje
uparjanje
ekstrakcija
vakuumsko susenje

susenje
kristalizacija
ekstrudiranje
tabletiranje

Ciscenje
obarjanje
ekstrakcija
diafiltracija
adsorpcija

kromatografija




Bioseparacijski procesi - razdelitev

produkti izven celic

produkti v celicah

razbijanje
celiéne stene
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pH filtracija
kemikalije membranski
procesi
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mehansko
kemijsko
biokemijsko

lo¢evanje,
koncentriranje

centrifugiranje
destilacija
obarjanje
adsorpcija
ekstrakcija
elektroflokulacija
elektroflotacija

— izolacija

frakcioniranje

1XNAdodd

Ciséenje

ionska izmenjava
kristalizacija
kromatografija
ekstrakcija
dializa
elektrodializa
reverzna osmoza
ultrafiltracija
vakuumsko
susenje



produkt = celica

produkt = izvenceliCni

Bioseparacijski procesi - zaporedje

produkt = intracelularni

primarno
koncentriranje

centrifugiranje

susenje

oblikovanje
kon€énega proizvoda

kvas

filtracija s pranjem

ekstrakcija
kapljevina/kapljevina

obarjanje

centrifugiranje
pranje
centrifugiranje

A 4

antibiotik

primarno
koncentriranje
mokro mletje
filtracija
obarjanje
centrifugiranje
obarjanje
centrifugiranje
ionska izmenjava
kromatografija
ultrafiltracija

vakuumsko susenje

encim



Primer: izolacija in CisCenje
Intracelularnega encima
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|zkoristek odvisen od stevila stopenj izolacije

Primer: 8 stopenj v procesu izolacije, vsak 85 %
izkoristek — 27 % koncni izkoristek produkta

po 1. stopnji 0,85
po 2. stopnji 0,72
po 3. stopnji 0,61
po 4. stopnji 0,52
po 5. stopnji 0,44
po 6. stopnji 0,37
po 7. stopnji 0,32
po 8. stopnji 0,27

Ce bi bil v tem procesu zahtevan 92 % celotni izkoristek, bi morala
imeti vsaka od stopenj izolacije 99 % izkoristek!



|zkoristek i1zolaclje
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|zbira postopka izolacije

- polozaj bioprodukta:

- intracelularni (v celici)

- ekstracelularni (izven celice)
- sama celica
- koncentracija produkta v reakcijskem mediju
- kemijske in fizikalne lastnosti produkta
- uporaba produkta
- minimalna zahtevana Cistost produkta
- delez necistoC v reakcijskem mediju

- trzna cena produkta



Znacilnosti bioproduktov

- molske mase od 60 — 2.000.000 g/mol (Da)
- stabilnost bioproduktov funkcija:

opH

 temperature
* jonske modi
* vrste uporabljenega topila
* prisotnosti povrsinsko aktivnih snovi
* prisotnosti kovinskih ionov
- Stevilne biomolekule so obcutljive na strig
- Stevilne biomolekule so hidrofobne

- male koncentracije produktov



LoCevanje glede na lastnosti snovi
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Velikost delcev

size (um)
102 107 107! 10° 10’ 10° 10°
0.001 0.01 0.1 1 10 100 1000
viruses yea«st
~¢ - -
bacteria
< ®red blood cells flocs
haemoglobin ® * »
® influenza virus fungi
sucrose o TR -
® : plant cells
albumin chloroplasts |« >
water o <P
. amino acid
® lysosomes
<> animal cells
B .
g g o > | ¢
ionic range macromolecular range micron fine coarse

S

particle range




Karakteristike fermentacijske brozge

Odvisne od:

o vrste mikroorganizma
o velikosti in oblike celic (morfologija)
o reoloskih lastnosti

O gostote
e

koncentracije celic, produktov in stranskih
produktov




Morfologija celic
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Nenewtonske tekocine

o Viskoznost se spreminja s strizno hitrostjo

n>1 Material viskoznost | T
Bimgham plastic Pseudo plastic 103(Pa S) (OC)
plastic zrak 0,017 0
Mewltonian Voda 1 20
- n=1 —
£ jajcni beljak | 12 20
£ glicerol 100 60
g = ricinovo olje | 1000 20
reogramﬂ Dilatant
glukoza 10000 10
Ide=l, (T=00

Rate of shear, Eu.l‘fl-].r

psevdoplasticne tekoCine

Ostwald-de Waelejev

_ 1w .n1
(poten&ni ) model: Na =— =Ky

Y

t=Ky" in



Reoloske karakteristike

Table 1.9 Typical shear rates encountered in bioprocessing.

Operation 7(s7)
Expanded bed <10
Packed bed <10’
Stirred tank 10%-10°
High pressure homogenizer 10°

Table 1.10 Viscosities of various fluids at 20°C.

Liquid Apparent viscosity mPas
Water 1

Glycerol 1070

Ethanol 1.20
Acetonitrile 0.34

Clarified cell culture supernatant <5

Blood 10

E. coli homogenate <40

E. coli broth <20
Penicillium chrysogenum fermentation broth 40000

Heinz ketchup 50000-70000




Morfologija in reoloske lastnosti
fermentacijskih brozg
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Gostota fermentacijskih brozg

o gostota suhe biomase:
cca 1400 kg/m3
celice vsebujejo 70-80% vode

o gostota brozge:

cca 1100 kg/m3
peleti in flokule: manjsa gostota (vecC vode med celicami)

o gostota filtrata (supernatanta):
cca 1030 kg/m3



Koncentracija biomase

vrsta celic produkt koncentracija
(% suhe snovi)

bakterije/kvasovke | proteini (single-cell) 3-6

glive citronska kislina 2-3

glive penicilin 2-4

bakterije encimi 3-5

Z1valske celice 0,05-0.02

rastlinske celice

0,1-5




