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Bioreactor (Fermentor)

+ Submerged liquid culture most common
method of large scale cultivation of microbes
or mammalian cells for biopharm products.

+ Vessel similar to chemical reactor — cylindrical
stainless steel, (glass for small ones) with
controls, ports and facility to sterilize.

* Volume can vary from 1 litre to 500,000 |

* Proportions are important for good aeration
and mixing - height : diameter usually 1:1 -
6:1 or more.
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Main features of aerobic
bioreactor — (see diagram)

Vessel — cylindrical with rounded bottom

Working volume less than actual volume —

headspace needed for foaming and “liquid
hold-up”.

Temperature control usually by jacket or
coils — heating and cooling.

Impellers provide agitation — more than 1
needed for large bioreactors.

Baffles — increase turbulence, give better
mixing of air.
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« Dbaffle

* jacket - ~—

« impeller E

* Ssparger
« air filter

+ water in/out
-« steam in/out 1 olo
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Features of bioreactor cont'd

____,

Aeration is provided by air compressor — air
volume is controlled by flow meter and filtered to
sterilize before entering reactor. Enters at bottom
through sparger to produce small bubbles.

pH may need to be controlled — electrode linked to
controller — acid or base added automatically as
required.

Foaming may be a problem with high aeration
rates — chemical antifoam can be added

automatically — signal from foam sensor.

Ports for sensors, addition of chemicals, sampling,
emptying.
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Kevert tankreaktor
— Stirred Tank Reactor (STR)
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STR geometriai paraméterei

Wy D./D, |H /Dy, |W./D. |H /D, |W, /D,
o e - 0,3-0,4 | 1,0 0.2 1,0 0,1
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STR keverd tipusok

= : l Propeller

axialis keverd
,, clefantfiil™

Rushton-turbina

¥

Maxtlo ¢s Lightning
axialis keverok




Rushton turbine
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A mikroba szaporodas alap6sszefliggesei

BINARISAN OSZTODO ' 1=Xp*20

MIKROORGANIZMUS
. . 2=X,*21
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A mikroba szaporodas alapdsszefliggesel

Sejtszam db/ml

t ~

Il = — ageneraciok szama N, X
: Generacios id 6 - doubling time \
generation time Sejttomeg: sz.a.
t mg/ml, g/l,.kg/m 3

X :x02g :XOZ”/\ ;
X
a7

M: fajlagos nOvekedési sebesség
MONOD, 1942

e R = B P . —_— : : |
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A mikroba szaporodas alaposszefliggesei

acques Mono dX 3 IJX dN B VN

dt dt

v : fajlagos
_ In 2 szaporodasi
M és a generacios id 6 kapcsolata: tg el— sebesség
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A mikroba szaporodas alapdsszefliggesel

X = X,e" ,

Xo

t
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A mikroba szaporodas alaposszefiiggéesei

I
: EXPONEN-
CIALIS
FAZIS
LAG GYORSULD
SZAKASZ |NOVEKE-
DESI

S7AKAST HANYATLO FAZIS

t
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A mikroba szaporodas alapdsszefliggesei

MI AZ OKA A HANYATLO FAZISNAK?

1. TAPANYAG LIMITACIO
2. TOXIKUS METABOLIT TERMEK(EK)

3. HELYHIANY A
H Mmax
_____________________________ aimnai

p'max _ E

MONQOD- modell 2 | i
: :

| :

| :

| .

| :

| .

| |

| .

.




A mikrobaszaporodas alapdsszefiiggeseli
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MONOD modell-csalad = GAEDEN-féle terméekkepz 6dési tipusok

Primer acs. termék Szekunder acs. termék
X X
X

Novekedéshez kotott Vegyes tipus Novekedeshez nem kotott

Mx

Mp
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MONOD modell-csalad TERMEKKEPZ ODES KINETIKAI LEIRASA

LUEDEKING — PIRET MODELL - _dP _ a%tﬁx
P
dt dt
1dP
S =ap +
X dt
HpA
1. tgp=a
o . a>0eéesB=0 nobvekedéshez
; kotott termékképzodes
B
II. a=0eésB>0 novekedéshez nem
B N kotott termekképzodés
I
m lll: a>0 és B>0 vegyes tipusu
g fermentacio.
Mx
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Tenyesztési modszerek: Sejtek szakaszos tenyésztese

Kevert tankreaktor log X 1
Szubmerz n
tenyésztes

——;—]09 X—

» Time

Lag Exponential Stationary
Accele - Declining
rating

. Schematic representation of growth phases in a batch process.
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Tenyésztesi modszerek: Folyamatos tenyesztés

Kevert tank reaktorban szubmerz tenyesztés
folyamatos atfolyassal, sejtvisszatartassal, vagy se  jt és
termék visszatartassal.

Dilution rate: 0.6 - 2.0 / day

/ \ ( 4 \
)
| Harvest
Medium Retaining ank
Tank 4000|L unit
1000 liter each
\_ ) 250 L bioreactor N )

N Y,
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Folyamatos tenyésztés

S,X

WS

i D: higitasi sebesség
I
Friss @ipoldat CSTR “leerjedt”
fermentlé
P- szivattyl
sejttdmeg: dx
V%:V(%j - f.x d_:Y
dt dt novekedés S

Y: hozamkonstans

. . e d 1 dx
I-edik szubsztrat: V d? =f(S,-9)- (_j
novekedés

Y6 Ldt

tudoman v Tanszék




Folyamatos tenyésztés

Egy limitalo szubsztrat esetében: Az allandésult allapot
dx _ _ S szlkséges és elégséges
at = (X — DX = (,U_ D)X = (lumax K +S - Djx feltétele:

dx dS

dS —=0 és —=

— = D(S — S)— & dt dt
dt 0 Y

=D
S . K.D
D=y illetve 2
KS + S /umax -

oo s R
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FOLYTONOS FERMENTACIO

Tranziens viselkedés

Indulas szakaszosrol, attérés a folytonosra

LAG
szakasz |

s = ===

e ERH

| gyorsuld nive- | exponen-

| Kedési

' szakasz
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RATAPLALASOS (FED-BATCH) TENYESZTES

A hanyatlo fazis meghosszabbitasaként ertelmezhetjik a fed

batch technikat, allando__, valtozo vagy periodikus _maodon friss

tapanyago(ka)t adagolunk a rendszerbe, elvétel nincs,

allanddéan noévekv 6 térfogat.

alacsony allando szint G S koncentracio (pl. éleszt 6fermentacioban,
glikdz represszio elkerilése),

magas allandd S koncentracio (pl. citromsav fermentacio ban)

prekurzor folyamatos adagolasa (pl. penicillin gyartasb an fenilecetsay,
v. triptofan gyartasban indol)
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FED BATCH FERMENTACIO NOVEKEDESI GORBEJE

=
1
1
1
o fed hatch
: : ferrn sége
1 I
| I I
L , 1| D =
:{:ll.-l..,]::' ‘_JI-- amssnmm ..:--_-\":'-\._\_
I 1
: ! E .. sZakasms farm
I :
| 1
|
| ' L allandésult
| . . allapot H=D
| °,
Medium ' _—
tank @
ritiplilis indal £

BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudomany Tanszék




A FERMENTACIOS ELJARASOK OPTIMALIZALASA

Taptalaj 6sszetevok (inokulum, f6 taptalayj)
Oxigénellatas (keveres, buborekoltatas)
Hémerseéklet

pH

Inokulum (oltétenyeszet) mennyisege
Inokulum kora

Tenyesztés ideje

Indukcio (ha van) idépontja

Betaplalas ideje és sebessége

Fermentor felépitése

BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudomany Tanszék
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Az oxigeén felhasznalasa eukariota sejtben




Oxigénellatas fermentlében
O, alacsony obitttztssayl aavidbben —— Fallyamatos O , betaplalas kell

dc _ = K a (c*-c) - ax

dt
mikroba

flokkulum bevitel fogyasztas
(OTR)

o K, — az ered 6 folyadékoldali tomegatadasi

~gomba pellet

tenyez 6 [cm.s -1],
{ egyedi sejt a — térfogategysegre jutd anyagatadasi felilet
A z oxigén utjanak leglassabb [cm2.cm-3= cm -],
lépése a gazfazisbol a

folyadékfazisba valé atmenet. K, a — ered o folyadekoldali (terfogati)

oxigénabszorpcios egydutthato[h-1],

C* — telitési oxigénkoncentracio (mg/dm3),
C — az aktudlis oldottoxigén-koncentracié 32
(mg/dm3).
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OXIGENIGENY ES LEVEGOZTETES

Az oxigeén is lehet limitalo szubsztrat

A mikrobak oxigénigényet két médon lehet megadni:

d_C [ mmol O,/ dm3.h],

1. légzesi sebesség =
dt [kg O,/ m3 .h]

2. fajlagos légzesi sebesség Q — 1@ [h]

X dt
dx C AX
—=H X YA = —
dt " Kg, +c Ac

»
-~ ~ -~
~ A A’

, i ol ol . ek . ) .
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OXIGENIGENY ES LEVEGOZTETES

de_ 1adx_ 1 C
dt - Yodc Yo '™ K, +c

pmax — fajlagos névekedési sebesség
Yo — ered 6 oxigénhozam (az elnevezés kissé zavaro, hiszen itt nem

oxigen-el éallitasrdl van sz0); jobb az oxigénre vonatkoz6 ered 6 hozam
kifejezés)
Qmax — maximalis fajlagos oxigénigeny vagy maximalis fajlagos legzesi

sebesség
Ko, — OXigénre vonatkozo szubsztrattelitesi allandé (Monod-m odell)

[ VR W o= Tadminbaini = (PN RE R EHE]
;LUJ:.:F:H!?=££E}EE"H .H:EE::F.HﬂﬂnH:::ﬁ; N g i e T £ | - = ' s Y
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OXIGENIGENY ES LEVEGOZTETES

Qmax: l'l max/Y

nulladrend G
kinetika

elsorend U
kinetika

Ckr C

Ckr — kritikus oldottoxigén koncentracio



OXIGENIGENY ES LEVEGOZTETES

A glukoz és oxigén, mint szubsztratok dsszehasonlitasa
(Saccharomyces cerevisiae )

Glukoz Oxigén
Koncentracio a fermentlében 1% =104 mg/dm 7 mg/dm3
Kritikus koncentracio 50 mg/dm3 0,7 mg/dm
Fajlagos felhasznalasi 580 mg/g.h 208 mg/g.h

sebesség

BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudomany Tanszék
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Sterilisation

Sterilisation are applied:

- to ensure that the process is carried out only wit h the desired organism,
to avoid loss in productivity and competition for t he substrates

- to avoid environmental contamination

- to prevent deterioration of the final product, e.qg. , beta-lactam antibiotics
contaminated by beta-lactamase-producing bacteria

- to prevent contamination of the final product, e.g ., pharmaceutical
products by pyrogene compounds.

BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudomany Tanszék

38



Sterilisation by

- removing organisms (filtration)
- heating

- Irradiation

- chemicals

- extreme circumstances in the culture,
e.g., pH, toxic substrates

mechanism of killing
heat (protein, DNA, RNA; the function of water)

radiation
- UV (pyrimidine dimers),

- gamma-ray, X-ray (breaking DNA and/or create perox ides and
free radicals)

chemicals (oxidising or alkylating, but often also toxic,
carcinogenic, explosive )

B A
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Kinetics of heat sterilization

Y S N (2.1)

where N is the number of viable organisms present,
¢t 1s the time of the sterilization treatment,
k 1s the reaction rate constant of the reaction,
or the specific death rate.
On integration of equation (3.1) the following
expression 1s obtained:

x\‘r L . }
T[ = e ki { E . (2 )
1\"0

where Nj 1s the number of viable organisms present
at the start of the sterilization treatment,
N, is the number of viable organisms present
after a treatment period, ¢.
On taking natural logarithms, equation (5.2) is
reduced to:

N
In L = —f. (5.3)
x’\v“o

bl PR P EE e

""" o MR RN EEEERE| ol b

Time Time

1. 5.1, Plots of the proportion of survivors, and the natural
logarithm of the proportuon of survivors, in a population of
micro-organisms subjected to a lethal temperature over a ume
pertod.
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Decimal
reduction

-
o
o

sl
o

Survival fraction (log scale)

-
d

10 20 30 40 50
Time (min)
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Methods for heat sterilizations

Practical methods:

Holding

batch: autoclave,
direct steam injection,
Indirect heating

Temperature

(problems by big volumes)
continuous flow sterilisation
1.) rapid heating up { g Holdng cal
2.) holding at the sterilising temperature fow . [
I H medum ;ﬁ‘ sterilizer
3.) rapid cooling o 5
144 °Cqsec I + -» 4
T N in out
% Water ::ooier i Steam
27 °C — (0) *
Sterile medium
e (b) Indirect steam heat -exchange system
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Factors influencing sterilisation
by heat

« Type of contaminants present
« Numbers of contaminants

« Volume of medium

« Type of medium

« Temperature sensitivity of medium
iIngredients

« Temperature which can be achieved
« Degree of sterility required
« Batch or continuous process

| =[al : . . ) .
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Filter sterilisation

by depth filters  (fibrous material like fibreglass, cotton,
mineral wool, cellulose, asbestos)

N/N, = e*x  x - depth of filter

X can be calculated - necessary parameters:

- total amount of air provided, e.g., 10 m  3/min for 100 hr.
- linear air velocity, e.g., 0.15 m/sec.

- air contaminated by, e.g., 200 microorg./ m 3 Y 2R 2 w}' .';‘
- desired sterility, e.g., 1 microorg./ 1000 m 3 %]

2

<=
<

Depth or Media Filtration

e TTETTT S il = Y
| PRSI PR AR

- ' w.z;;-d'-_:é#
_____ ja AR R AR R
Crdalal, - :,:::\-‘\.me'—n'ﬂ'g
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Filter sterilisation

\ . . . .
‘E Membrane filters (absolute filters with 0.2-0.45 um pore size)
——— remove bacteria but not viruses or enzymes !
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Schematic Microporous Membrane Structure
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A tananyag szerkezete:

Biotechnologiai
Miveletek

FEh:I:-Lg:-EE]E-)

Mikrobiologia Sterilezesislarasok
Levegoztetes, Kevaras
iokami Mikrobiologiai :
Biokemia m:'-dazerEE Szaporodas,
Anaboli Tanyasztesimodszersk
nabolizmus _
Elolenyek . P .
Katabolizmus felosrtasa 4— Bioreaktorok Biotechnologiai alkalmazasok
Antibiotikumok
Szteroidok
> Vakcinak

Reakciokinatiks
[Mrcngsns- L aman,
Sriggs-~adans)

Enzim nevezektan g

Maonoklonzalis antitestek
Szervessavak éstermekeik

[Tejsawv, Borostyankdssv, sth.)
Glicerin es termekei
Rovarirtas

Sejtalkotok Definicio

Sajt szarvacckak Torténets
Fajtai Inhibicio — aktivaco

Sejttan

Aktivitast befolyasolo —
Biotechnolégia tényezik . semérsduier, o
Heterogen fazisu

enzimreakciok
Immobilizalas

modszerei

Enzim katalizalt
reakciok

[EARREREREBAE, -

;”E'.‘“““’:’."’“";—%ﬂ:’F:E}’Eﬁ'“}ﬁi:ﬁ,’q - , A . . :
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MUVELETI SORREND

Nincs rogzitett sorrend, de vannak altalanos iranyelvek:

1. Sejtek elvalasztasa — szilard-folyadék elvalasztas
mas szilard anyagok: taptalaj-szemcsek, CaCO ;, kristaly-fermentacio

Jellemz 6 miveletek:
#"“‘ ﬁ

Szirés
Centrifugalas “ “l
e .88
(Ulepites) . I m'fii“f:lf,m

GF Separation Centrifuge

{high permeate rate) (low permeate rate)

(1/b Sejtfeltaras : csak akkor sziikséges, ha a termeék intracellularis)

a7



MUVELETI SORREND

2. Koncentrald lépés(ek) — a nagyobb mennyiségben jelen lév 6

szennyezéseket, els 6sorban a vizet valasztjuk el.
Jellemz 6 miveletek:
Extrakcio
Adszorpcio
Membransz drés
Csapadékképzes

(beparlas, desztillacio)

BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudomany Tanszék
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MUVELETI SORREND

3. Tisztitas — a termék és a szennyez 6 anyagok elvalasztasa.

Jellemz 6 muveletek: az dsszes eddigi

+ kromatografia

4. Veéqtisztitas  (polishing) — a terméket a kereskedelmi forgalomba

hozas el 6irasainak megfelel 6 tisztasagig tisztitjak.
Jellemz 6 muveletek:
az 0sszes eddigi
+ kristalyositas

+ szaritas

BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudomany Tanszék
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Chromatography

lon exchange - based on differences on protein surface charge
at a given pH

Gel filtration - differences in mass or shape of proteins

Affinity chromatography  — biospecific interaction between protein
and an appropriate ligand e.g.
competitive inhibitor or antibody/antigen

Hydrophobic interaction  — differences in surface hydrophobicities
of proteins

Chromatofocusing - differences in isoelectric points
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General principles of chromatographic
separation — all types

| | Mobile phase
_ Stationary phase
o 0 % B Solutes
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Chromatographic Separation

| | Mobile phase

1 Stationary phase

B Unretained solute

O+ Partially retained solute

® [Totally retained solute

A . p—— T 1]
m!"ﬂ'l'i'{_.: FHEERE| : " "."
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Gel filtration
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lon exchange chromatography

Protein molecules are charged except at their isoel  ectric point (pl).
Proteins are charged differently at the same pH. Cha rge depends on AA-s.
Positive charge below pl, negative charge above pl

Can interact reversibly with solid matrix with oppo sSite
charge due to electrostatic attraction

Often based on cellulose or agarose with charged
groups attached

Having attached to matrix, proteins can elute by cha  nging
salt conc or pH, often in gradient.
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lon exchange chromatography

AMHIOH EXCHANGER

solvent 1 solvent 2
L]
”'-.. .
sTRRER| Capillary
CATIOH EDHAHGEH
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lon exchange chromatography

m ? = - 1.5
Salt gradient can g ik 3
be contimuous or j - 3
stepped o |
Combinations of o

both are possible




Hydrophobic interaction chromatography

7 hydrophobic AAs -found in different proportions on surfa cein
different proteins

Amino Acids with Hydrophobic Side Chain - Aliphatic

NH, NH, O NH; O
%&*—E“Q“ W&i—gﬂ G-ta?ﬂu-lg&-l-—.-ll:l:—-oﬂ mﬁuz:a—g-ou
CHy CH, CHy
Alanine, Ala, A Isoleucine, lle, | Leucine, Leu, L Valine, Val, V

Amino Acids with Hydrophobic Side Chain - Aromatic

’I“zﬁ N'IEU

@mz::z-g—m i el m-@-u-lzéu-ﬂ-m

Phenylalanine, Phe, F Tryptophan, Trp, W Tyrosine, Tyr, Y

Most on internal parts of folded protein

Tend to be arranged in patches
Can interact with hydrophobic groups on a column ma trix

Adding salt increases hydrophobicity of protein
— usually applied to column in high ionic strength s olutions.

Eluted by reducing salt, adding detergent or solven t

T

il PeeE = adadaigipi| i< LR REEERE MMM :
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Hydrophobic matrixes

Often cross linked agarose gels with phenyl groups or
octyl groups attached.

Phenyl sepharose
OH

|
[ Sepharose —O CHy—— CH—CH- o / \

OH

Sepharose O CHy—— CH— CH; o (CH5)7 —— CHj3

Octvl Sepharose

I. | A -I' - i T o r
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Affinity chromatography

the enzyme binds to the
immobilised substrate; all other
proteins that do not bind the
substrate are eluted in the void
volume of the column

Based on specific interaction between
protein and ligand on matrix

Biospecific, e.g. enzyme-inhibitor
or co-factor, antibody-antigen

Pseudoaffinity ligand with
specificity for particular class of proteins,
e.g. some dyes, Protein G
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Affinity chromatography

Advantages Disadvantages

High degree of purification Can be expensive

possible in single step.
Sometimes hard to find

_ _ ood ligand
Can separate proteins with ’ °
very S|m_|tl_ar chemical Sometimes hard to displace
SELTEOEINEIT =202, protein —binds too well to
antibodies by using ligand!

antigen —affinity chrom.

Ligand may be destroyed or
“Designer” method —less leach from column
trial and error.
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Kromatografias oszlopok




Monoklonalis antitest termel 6 technologiai sor

i sartorius stedim

blaotech

Process Overview — Traditional Technologies

Media
Preparation

Cell Clarification

Final concentration /
buffer exchange

Virus Removal

Polishing Step
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TISZTASAGI SZINTEK

— Human injekcios keszitmény (kis — nagy dozis)

— Human enteralis gydgyszerek

— Allatorvosi gyégyszerek

— Elelmiszerek

— Kuls éleges gyogyszerek

— Kozmetikai készitmények (lemosandé — boérén marado)
— Technikai, mas gyartasok alapanyaga

A gyogyszerkonyvi min  6seég nem mindig a legtisztabb, egy kis NaCl ott
nem gond, de analitikanal viszont zavarhat

BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudomany Tanszék
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A bioldgiai biztonsag 4 szintje - EuM 61/1999 (WHO  alapjan

(BSL 1)
az a biologiai tényez6, amely nem képes emberi megbetegedést okozni

(BSL 2)
az a biologiai tényezé, amely
 képes emberi megbetegedést okozni,
e veszélyt jelenthet
o elterjedése nem valészind,
» az altala kivaltott betegseg eredményesen megel6zhetd, vagy kezelése hatasos

(BSL 3 )
sulyos emberi megbetegedéseket kepes okozni (akar halalosat),
 komoly veszélyt jelenthet
« szétterjedésének kockazata az emberi k6z6sségben fennallhat,
o altaldban eredményesen megel6zhet6, vagy kezelése hatasos

(BSL 4)
e sulyos emberi megbetegedést okoz, (akar halalosat)
» komoly veszélyt jelent a munkavallalé szamara,
 az emberi k6zOsségben val6 szétterjedésének nagy a kockazata,
o altaldban nem el6zheté6 meg, vagy nem kezelhetd hatdsosan

aﬁn
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A bioldgiai biztonsaq néqgy szintjére jellemz

0 mikroorganizmusok

. 1. []. V.
Vibrio cholerae
i Clostridium tetani
BAKTE- | Escherichia coli Corynebacterium Bacillus anthracis | Mycoplasma
RIUMOK | Lactobacillus sp. dyphtheriae Yersinia pestis mycoides
Histoplasma
< : : capsulatum
GOMBAK Saccharomyces Candida albicans Coceidioides
cerevisiae R
immitis
Ebola
HIV Marburg virus
Sargalaz Kdzép-Eui
) Vakcinalas-hoz Hepatitis Creutzfeldt- encephalitis
VIRUSOK hasznalt Influenza Jacob (agyvelogyulladas)
influenza térzs | Herpes simplex betegség virus (EU-ban csak
(priont) lIl. szint)




