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Biotehnologija
Vec definicyj
Proizvodnja produktov z uporabo celic ali njihovih sestavnih
delov
Interdisciplinarno podrocje, ki zdruzuje znanja biologije,
(bio)kemije, kemijskega inzenirstva, mikrobiologije,
molekularne biologije, ...

Relativno mlado podrocje, ki pa 1zjemno hitro napreduje



Stopnje biotehnoioskega =
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Fermentacije in biotransformacije

Biotehnoloski procesi (fermentacije):

Stevilne katalitske stopnje med substratom in produktom

Biotransformacije
ena al1 nekaj zaporednih encimskih reakcij
substrati obiCajno kompleksne organske molekule

substrati 1n produkti 1majo podobno kemijsko strukturo



~~Sestava fermentacij
brozge

voda:
80% pri proizvodnji etanola
95% pri nekaterih terapevtskih proteinih
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_— —0Odvisnost trzne cene od koncentracije v
osnovnem viru (brozga, krvna plazma...)

trzna cena (US $/kg)
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koncentracija v zac¢etni snovi (kg/m?)

I: terapevtski proteini
(faktor VIII, urokinaza)

Il: diagnostiCni encimi,
monoklonska protitelesa,
inzulin, luciferaza,
glicerofosfat
dehidrogenaza

lll: industrijska proizvodnja
v velikih koliCinah
(antibiotiki, proteaze,
amilaze, organske kisline,
etanol)

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



_ Znatilnosti bioprocesov po trznih-pedrotjin

T

Podrodje | Podrocje Il Podrogje Il
Velikost e S e
proizvodnije 0,1 — 102 kg/leto 103 — 10° kg/leto 10¢ — 10° kg/leto

e : nespremenjeni
Produ_kcuskl e delno rekombinantna organizmi
organizem DNA .
(wild type)

Cistost produkta zelo visoka visoka/zelo visoka relativno nizka
Izkoristek procesa ni pomemben nizek/ni pomemben zelo visok
Stroski surovin majhen delez 20 — 50 % cene 50 — 90 % cene

afinitetna .. filtracija, ekstrakcija,
Tehnike izolacije kromatografija, adsorpcua_,_ adsorpcija,
e ey : kromatografija, A Lo
in CiSCenja preparativha obarjanje, uparjanje,

membranski procesi

elektroforeza membranski procesi

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



Pripravljalni procesi v
biotehnologi)i

@ Izbor in priprava industrijskih biokultur
@ Izbor in priprava substratov

@ Sterilizacija substratov in opreme



definicija Zelene aktivnosti
/ identifikacija znanih biokultur z Zeleno aktivnostjo

Splosna 1

iskanje virov Zelenih biokultur
(zbirke biokultur, izolacija iz okolja)

shema 1 |
i Z b O ra n OVi h l izolacija in identifikacija bijkulture { razvoj obogatitvene tehnike [

L razvoj kriterijev in postopkov izbora ‘

iIndustrijskih | i
biokultur

primarni izbor

mutacija, genetska
manipulacija

optimizacija proizvodnega postopka, razvoj izdetka

: l
nadaljnje raziskave prenos v industrijsko merilo patent

proizvodnja ]

in razvoj




Razvo| bioreaktorske tehnike

* laboratorijsko merilo:

irijevke od konca 19. stoletja
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Laboratorijska bioreaktorsk
tehnika danes

@ laboratorijsko merilo — razvoj bioprocesov:

® (0,5 do 10 L mesalni bioreaktorji,
ucCinkovit nadzor

B sistemi paralelnih reaktorjev 0,2 do 0,5
L z avtomatiziranim odvzemom vzorce
in nadzorom temperature, pH, pO,,

mesanja, zracenja in dohranjevanja
® problem: za vecje Stevilo poskusov

potrebno vec Casa za pripravo sterilne
opreme, velika poraba kemikalij




__Mintaturizacija bioreak
tehnike

* mocan trend bioprocesne industrije

° 1novativne poti za prihranek casa, dela in materiala

* zmanjSevanje naprav v zgodnjih fazal 2
— selekcija organizmov
— optimizacija gojisc
— definiranje pogojev procesa
* tradicionalna uporaba erlenmajeric
— zelo slaba ponovljivost
— neprimerljivost z meSalnimi reaktorji

— slabo meSanje in prenos plinov v kapljevino



tehnike

Mikrotitrske plosCe — 1z kombinatorne kemije

zelo hitra 1zvedba bistveno vecjega Stevila vzporednih
poskusov ob manjsi porabi kemikalij

avtomatizirano neodvisno spremljanje in kontrola
posameznih miniaturiziranih reaktorjev (vdolbinic)

— opti¢ne meritve biomase

- pH PBBBADE T
- pO, N Pa B ."“fgwg

— fluorescenca A



Miniaturizacija bioreaktorske

tehnike

mikro Petrijeve ploscCe

mikrofluidni Cipi s komorami za gojenje celic

B nput manifold & mixer
[l Chambers
B Multiplexers

Control channels

Flush
channel Platinum layer —l
Input sieve SULCE—_—_—, T e e
Compartment ———— [ — HEE OO BN
Output sieve
) ) Porous —
1mm (1.12mm x 0.9mm x 40pm) Mixer flush Cell input Aluminium Oxide

output

vsaka komora prostornina 60 nL



Miniaturizacija bioreaktorske

Ptehnike: mikrokemostat

6 loCenih

komor,

vsaka 16 nL

% C LyS|s buffer D Lysis buffer

moznost on- - 1 th

: edium - N™ diluti

line o — % ﬁg & Medﬁn)* ‘] _ I comp::?tr::)ennt

spremljanja 55— _

pH, T, pO,, Supply Suppl i

o channels - h ok I

koncentracije v ehanyels

celic Growth —— Waste
chamber ) )
loop Eanstalic pumg Peristaltic pump

Balagadde FK, You L, Hansen CL, et al. (2005) Long-term monitoring of bacteria
undergoing programmed population control in a microchemostat. Science, 309: 137-140
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Revitalizacija Stopenjska priprava inokuluma Proizvodna faza



Priprava substratov

Izbor substratov dolocajo:
® Sestava mikroorganizmov
® Metabolizem
® Tehnoloski preizkus
® Ekonomika procesa

Kemijsko definirana gojisca (podrobno poznamo sestavo)

Kompleksna gojisca (mesanice razliCnih snovi)



Sestava gojisca
Voda
Vir C:

® ogljikovi hidrati (monosaharidi, disaharidi, oligosaharidi,
polisaharidi)

® Ogljikovodiki (alkani, metanol,...)
Vir N:

® Amonijeve spojine, nitrati, seCnina

® Aminokisline in proteini

® Ekstrakti in hidrolizati



RN NS

Kompleksna gojisc

Okvirna sestava koruznega sirupa

I Vsebnost (%)

Sestavina :J
voda 45-55
skupni dusik 3-4 .
j@man<ki dusik 1-2 ;
sladkoriji 1-6
| =lecna kislina 5-20 L
| Bizone kisline 0,1-0,3 _ 7
gl 3,951
| pepel 9-10
I 7.3 4
K 1-2
L
| e Lisline Ala > Arg > Glu > His > Leu > Thr > Pro >
| Lys > Val > Ile > Phe > Asp > Cys > Met...
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Sestava gojisca
Vir P (med 0,1 1n 500 mM)

® fosforjeva (V) kislina ali njene soli

Viri drugih elementov — mikronutrienti (celo pod 10 ali
celo 10° M)

® S: sulfat
® Fe
® Mg,...
Viri drugih organskih snovi (med 10? in 10" M):
® Vitamini (v kompleksnih substratih)



Sestava go

L Y4

jiSC

Tabela 3.2-6: Vsebnost vitaminov v nekaterih surovinah

Moka

holin

Vitamin Melasa
(g/8) koruzna jemenova sojina pesna trsna
tiamin 45 6,5 13,5 0,8 0,8
riboflavin 0,9 12 30
nikotinat 23 115 25 35 15
pantotenat 4,6 4.4 26 50 20
piridoksal 6,9 11,5 8,5

| biotin 0,1 B 07 0,1 1,5
inozitol 3850 5000 2000

1100 2880




Sterilizaclja substratov In
opreme

Obicajno v procesu monokulture: zahteva po
zagotavljanju sterilnega obratovanja

Sterilizacija: postopki, v katerih odstranjujemo ali
unicujemo mikroorganizme

Kontaminacija: vdor drugih mikroorganizmov -
1zjemne izgube



Nacini sterilizacije v
laboratorijskem merilu

@ Kemijska sterilizacija

® ctilen oksid, ozon, formaldehid.,... _
@ Sterilizacija z uporabo radiacije 0

@ Filtracija (membranski filtri)

@ Toplotna sterilizacija (mokra, suha)



Nacini sterilizacije
® Sterilizacija s filtracijo (membrane)

® Sterilizacija plinov in kapljevin

® Pore membran za sterilizacijo obicajno
med 0,1 in 0,45 um

® Membranski filtri s slojem vlaken: mozno
odstranjevanje delcev do 0,01 um

® Materiali za membrane:
® Hidrofilni polimeri (celulozni estri, PC, PA)
® Hidrofobni polimeri (PTFE, PP)
e Keramika (AlO,, ZrO,)


http://news.thomasnet.com/images/large/006/6179.jpg

Nacini sterilizacije v industrijl
@ Toplotna sterilizacija
® Sar7na sterilizacija

TG)
: Do il 2 0,15-kubi¢nometrski

80-kubi¢nometrski
. fermentor

100 +

50 +

1 2 3 4 5 6 t(h)
Slika 3.3-4: Casovni potek temperature pri Sarzni sterilizaciji v pilotnem
(0,15m?) in industrijskem (80 m®) fermentorju



Nacml sterilizaclje v industriji

Kontinuirna toplotna sterilizacija: v namensko 1zdelanih

sterilizatorjih

izstop sterilnega
medija

208 2-3min 20s

[\

izstop pare vstop pare "
144°C <
derﬂ%\/dlﬂ’l
sekcija 2
toplotni toplotni toplotni i
menjalnik menjalnik menjalnik =
(hlajenje je (segrevanje —
gojisca) gojisca) Gd..
U
=
27
= (a)
vsto 1zstop vstop
hladilne hladilne nesterilnega
vode vode medija s

Primer: kontinuirni sterilizator s ploScnim
(ali spiralnim) toplotnim izmenjevalnikom



	Biotehnologija
	Slide 2
	Stopnje biotehnološkega procesa
	Fermentacije in biotransformacije
	Sestava fermentacijske brozge
	Odvisnost tržne cene od koncentracije v osnovnem viru (brozga, krvna plazma...)
	PowerPoint Presentation
	Pripravljalni procesi v biotehnologiji
	Splošna shema izbora novih industrijskih biokultur
	Razvoj bioreaktorske tehnike
	Laboratorijska bioreaktorska tehnika danes
	Miniaturizacija bioreaktorske tehnike
	Slide 13
	Slide 14
	Miniaturizacija bioreaktorske tehnike: mikrokemostat
	Priprava aktivne biokulture
	Priprava substratov
	Sestava gojišča
	Kompleksna gojišča
	Slide 20
	Slide 21
	Sterilizacija substratov in opreme
	Slide 23
	Slide 24
	Načini sterilizacije v industriji
	Slide 26

