Arbejdsspgrgsmal

1. Opskriv de seks grundlaeggende bestanddele i en fermenteringsproces og beskriv, hvad der sker.
(1) medieforberedelse, hvor vaekstmediet forberedes; (2) sterilisering, hvor fermenteringstanken og dets
tilhgrende udstyr steriliseres sammen med vaekstmediet; (3) podning, hvor der forberedes en cellekultur
af produktionsorganismen vha. en eller flere podetanke; (4) produktion, hvor produktionsorganismen
overfgres til den endelige fermenteringstank — her vokser og producerer den det gnskede produkt; (5)
oprensning, hvor produktet bliver hgstet vha. en raekke af oprensningsprocesser; og (6) affaldshandte-
ring, hvor affaldet, der er blevet produceret under fermenteringen, bliver behandlet og bortskaffet.

2. Velg det rigtige ord (hgj / lav):

a. Penicillin er et produkt med markedsveerdi og molarmasse. Hgj, lav

b. Vaskemiddelenzym er et produkt med markedsveerdi og molarmasse. Lav,
hgj

c. Bl12-vitamin er et produkt med markedsvaerdi og molarmasse. Lav, lav
Insulin er et produkt med markedsveerdi og molarmasse. Hgj, hgj
Bagergeer er et produkt med markedsvaerdi og molarmasse. Lav, hgj

3. Forklar hvorfor et veekstmedie er vigtigt. Hvorfor skal det indeholde naeringsstoffer som en kulstofkilde,
en energikilde og en nitrogenkilde?
Vakstmediet er vigtigt, fordi det sikrer naering til den mikroorganisme, der skal vokse og producere det
gnskede produkt i fermenteringstanken. Hvis der ikke er veekst af mikroorganismerne, er der heller ikke
omsaetning af substrat til produkt. Det er vigtigt med kilder til kulstof og nitrogen, fordi disse elementer
udger den hhv. stgrste og naeststgrste del af mikroorganismernes biomasse. Dertil skal mikroorganismen
have en kilde til energi, fordi stofskifteprocesserne er energikreevende processer, dvs. det kraever energi
for mikroorganismen at vokse og producere det gnskede produkt.

4. Naevn to-tre typiske kulstofkilder til anvendelse i vaeekstmedier samt to-tre typiske nitrogenkilder.
Af kulstofkilder er der f.eks. glukose (CsH1,056), sukrose (C12H2,011) og glycerol (CsHgOs). Af nitrogenkilder
er der f.eks. ammoniak (NHs), ammoniumklorid (NH4Cl) og ammoniumsulfat (NHz),SO,.

5. Lav en illustration af mikroorganismers vaekst. Forklar de forskellige vaekstfaser og deres sammenhang
med mikroorganismernes produktion af veekstrelaterede og ikke-vaekstrelaterede produkter.
Der er fire faser: Nglefasen, den eksponentielle fase, den stationzere fase og dgdsfasen — se figur 5.
Vakstrelaterede produkter som primaere metabolitter og proteiner produceres i den eksponentielle
vaekstfase, mens ikke-vaekstrelaterede produkter som sekundaere metabolitter produceres i den statio-
naere vaekstfase.

6. Forklar om loven om massebevarelse gor sig gaeldende for fermenteringsprocesser. Inddrag 'black box’'-
modellen i forklaringen.
Loven om massebevarelse ggr sig geeldende for alle kemiske reaktioner, og derfor er den selvfglgelig ogsa
geldende for fermenteringsprocesser! En fermenteringsproces er i virkeligheden en kompliceret
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reaktionsligning, der forlgber indeni cellerne som fglge af deres stofskifte. For at forsimple reaktionslig-
ningen kan alle reaktionerne i cellerne samles i én overordnet reaktion — dette er ’black box’-modellen.

Udfyld felterne:

a. Formlen for udbytte: udbytte = masse af produkt / masse af substrat

b. Formlen for produktivitet: produktivitet = masse af produkt / (volumen - tid)

c¢. Formlen for produktkoncentration: produktkoncentration = masse af produkt / tid

Forklar hvorfor hhv. udbytte, produktivitet og produktkoncentration er en vigtig koefficient for fermen-
teringsprocessen.

Udbyttet er er en koefficient for, hvor effektiv omsaetningen fra substrat til produkt er i en given fermen-
teringsproces, og dermed hvor omkostningsfuld fermenteringen er i forhold til rdmateriale.
Produktiviteten er en koefficient for, hvor meget produkt der kan produceres pr. tidsenhed, og dermed
hvor kraevende produktionen er i forhold kapaciteten af fermenteringstanken(e) (dvs. antal og volumen).
Produktkoncentrationen er en koefficient for, hvor koncentreret produktet er i fermenteringsvaesken, og
dermed hvor omkostningsfuld fermenteringen er i forhold til produktudtreekning- og oprensning.

Under iltfrie forhold kan glukose blive forbrugt af geer til at fremstille ethanol og CO; ved glykolyse og
geering, eller det kan blive dirigeret mod syntesen af andre produkter gennem andre reaktionsveje i geer.
En inokulation af gaer bliver tilsat et veekstmedium indeholdende 10 g/L glukose. Efter fire timer er kon-
centrationen af glukose 1 g/L, mens koncentrationen af ethanol er 3,6 g/L.
a. Hvad er udbyttet af ethanol (g/g)?

Udbyttet af ethanol er 0,40 g/g (jf. beregningen).

__ masseafprodukt _ 36g g ethanol
Udbytte " masse afsubstrat ~ (10-1)g ' g glukose
b. Hvad er produktiviteten af ethanol (g/(L-h))?
Produktiviteten af ethanol er 0,90 g/(L-h) (jf. beregningen).
.. __masse afprodukt _ 3,6g g ethanol
produktivitet = volumen-tid ~ 1L-4h 0,90 Lh

Forklar hvad der menes med, at en produktionsorganisme kan vaere enten naturlig eller gensplejset.
Nzevn et eksempel pa en produktionsorganisme, som man i nogle tilfaelde bruger som en naturlig produ-
cent, og i andre tilfaelde som en gensplejset producent.

Hvis en produktionsorganisme er naturlig, producerer den naturligt selv produktet; hvis produktionsor-
ganismen derimod er gensplejset, er der blevet indsat en eller flere gener ved gensplejsning, der ggr, at
den producerer det gnskede produkt. Geeren Saccharomyces cerevisiae er et eksempel pa en produkti-
onsorganisme, der kan bruges som en naturlig producent (f.eks. ved brgdbagning og glbrygning) og som
en gensplejset producent (f.eks. ved insulinproduktion).

Naevn to-tre strategier, som man kan bruge til at optimere cellers produktion af et givent produkt. Vil
strategierne veere afhangige af produktet?

Strategierne er afhaengige af, om produktet er et protein eller en metabolit. Hvis produktet er et protein,
kan man f.eks. optimere transskriptionen eller translationen af det proteinkodende gen. Hvis produktet
er en metabolit, kan man f.eks. optimere overekspressionen af enzymerne i metabolittens synteseve;.
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En producent planlaegger at producere et lzgemiddel som et rekombinant protein i en stamme af geer-
svampen Pichia pastoris. Producenten opnar en produktivitet pa 2 g/(L-h) ved batchfermentering. Pro-
ducenten vil producere 1.600 ton af produktet arligt. Antag, at der kan foretages sammenlagt 8.000 ti-
mers batchfermentering om aret.
a. Hvad er den kraevede kapacitet af fermenteringstanke (antal og volumen)?
Den kraevede kapacitet er 100.000 L, hvilket f.eks. er lig med én 100.000 liters fermenteringstank
eller fem 20.000 liters fermenteringstanke (jf. beregningen).

1.600-10° g

masse af produkt
volumen-8000 h

produktivitet = -20g/(L-h) = — volumen = 100.000 L

volumen - tid

Producenten veaelger at investere sin profit i optimering af gaeersvampens produktion af leegemidlet. Det
viser sig at veere saerligt fordelagtigt at udskifte kulstof- og energikilden glukose med glycerol samt at
optimere gaersvampens stofskifteprocesser for glycerol. Det lykkes nu producenten at opna en produk-
tivitet, som er 25% forbedret.

b. Hvad er nu den kraevede kapacitet af fermenteringstanke (antal og volumen)? Er produktiviteten
forbedret ved hjaelp af (1) en procesaendring, (2) en biologisk andring eller (3) en kombination af
procesandringer og biologiske aendringer? Forklar.

Den kraevede kapacitet er 80.000 L, hvilket f.eks. er lig med fire 20.000 liters fermenteringstanke
(jf. beregningen).

produktivitet = masse afprodukt _, 2,5g/(L-h) =

volumen - tid

1.600-10° g

—— = — - volumen = 80.000 L
volumen-8000 h

Produktiviteten er forbedret vha. et samspil mellem procesandringer (forbedring af kulstof- og
energikilde) og biologiske andringer (forbedring af stofskifteprocesser for kulstof- og energikil-
den).

Naevn de vigtigste ligheder og forskelle mellem pro- og eukaryote celler. Overvej om valget af cellefabrik
afhaenger af det produkt, som man gnsker at producere ved ens fermentering.

Eukaryote celler har en cellekerne og andre organeller som det endoplasmatiske reticulum, Golgi-appa-
ratet og mitokondrier; det har prokaryoter ikke.

Sammenlign definerede medier med komplekse medier, og naevn fordele og ulemper.

Definerede medier fremstilles ved at tilsaette praecise maengder af kemikalier til vand. Derfor er den ek-
sakte sammensaetning af definerede medier kendt. Derfor er veekstmediet tilpasset netop den orga-
nisme, som man gnsker at dyrke ved fermentering. Udbyttet er lavere, men der er ogsa mindre variation
fra fermentering til fermentering. Definerede medier er derfor velegnede til forskning og udvikling.
Komplekse medier fremstilles ved at tilseette en vandoplgseligt ekstrakt til vand — ekstraktet kan veaere
mikrobielle produkter eller plante- eller dyremateriale. Derfor er vaekstmediet brugbart til dyrkning af
flere forskellige organismer. Udbyttet er hgjere, men der er stgrre variation fra fermentering til fermen-
tering. Komplekse medier er billigere end definerede medier, og derfor er de mere velegnede til indu-
striel produktion.
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Forklar hvad der menes med, at fermenteringsprocessen som helhed kan inddeles i to delprocesser, dvs.
upstream- og downstream-processing. Overvej om der er sammenhang mellem delprocesserne.
Upstream-processing er produktfremstillingen, mens downstream-processing er produktoprensningen.
Opsatningen af upstream-processerne pavirker downstream-processerne — og omvendt. Hvis man for
eksempel vaelger et komplekst medie i upstream-processing, kan det ggre det mere besveerligt at op-
rense produktet fra mediet i downstream-processing.

Veaelg det rigtige ord (upstream / downstream):

a. Medieforberedelse, sterilisering og podning er dele af -processing. Upstream.
b. Produktoprensning og affaldshandtering er dele af -processing. Downstream.
c. Selve produktionen (dvs. fermenteringen) er en del af -processing. Upstream.

Forklar hvorfor man vokser produktionsorganismen i en eller flere mindre podetanke, inden den overfg-
res til den store fermenteringstank. Hvorfor poder man ikke fermenteringstanken direkte med produkti-
onsorganismen?

Man bruger podetankene til at forberede produktionsorganismen pa effektiv veekst og produktion — det
forbedrer produktiviteten i den endelige fermenteringstank.

Beskriv ligheder og forskelle mellem oprensningstrinene for et intracellulzert produkt og et extracelluleert
produkt.

Uanset om produktet er intracellulzert eller extracelluleert, skal der typisk vaere (1) adskillelse af celle-
masse og fermenteringsvaeske, (2) produktisolering, (3) produktoprensning og (4) feerdigggrelse af pro-
dukt. Hvis produktet er intracellulzert, bruges trin (1) til at opsamle cellerne, hvorefter cellerne skal lyse-
res for at frigive det intracelluleere produkt. Hvis produktet derimod er extracellulzert, kan cellerne bort-
skaffes ved trin (1), og der arbejdes kun videre med oprensning af produktet fra fermenteringsvaesken.

Forklar hvorfor man for produktionen for et hgjvaerdi-produkt kan tillade (1) mindre udbytte og (2) stgrre
omkostninger end for produktionen af et lavvaerdi-produkt. Inddrag den fglgende formel:

) Prissub . _ .
PT1Sprodukt — (#:ttem) — PT1Sproduktion = prOﬁt
Eftersom et hgjveerdi-produkt er meget mere veerdifuldt end et lavveerdi-produkt, kan der stadig vaere
profit af fermenteringsprocessen, selvom udbyttet er lavt, og omkostningerne er store. Det kan man se
ud fra formlen: hvis det positive led (prisproqukt) €r stort, kan man rent gkonomisk tillade, at de negative

led (priSsyupstrat/udbytte og prisproduktion) 0853 €r starre.

Forklar hvorfor det er vigtigt, at der ikke sker kontaminering af fermenteringstanken.

Hvis der sker kontaminering af fermenteringstanken — dvs. vaekst af fremmede mikroorganismer —er der
risiko for, at de kontaminerende mikroorganismer udvokser produktionsorganismen. Det er et problem,
fordi substratet dermed ikke bliver omsat til (nok) produkt. Derudover er der risiko for, at de kontamine-
rende mikroorganismer producerer farlige eller giftige affaldsstoffer.



20. Lav en illustration af fermenteringstanken og dens udstyr. Beskriv hvilke(t) udstyr der bruges til maling
af fermenteringsprocessen, og hvilke(t) udstyr der bruges til at udgve den tilhgrende regulering af fer-
menteringsprocessen.

Temperaturproben maler temperaturen, som bliver reguleret ved tilfgrsel af varmt eller koldt vand via
en varmekappe. pH-proben maler pH-vaerdien, som bliver reguleret ved tilfgrsel af syre eller base. DO-
proben maler iltkoncentrationen, som bliver reguleret ved tilfgrsel af ilt via en luftfordeler — se figur 17.

21. Forklar formalet med en varmekappe. Bruges varmekappen til at opvarme eller nedkgle indholdet i fer-

menteringstanken?
Formalet med en varmekappe er at holde fermenteringstanken ved en konstant temperatur under fer-
menteringen. Varmekappen kan bade bruges til at opvarme savel som at nedkgle indholdet i fermente-
ringstanken. Typisk er det ngdvendigt fgrst med opvarmning og senere med nedkgling, eftersom der
ophober sig varme i fermenteringstanken under fermenteringen.

22. Udfyld felterne:

a. Opsetning af fermenteringstanken, hvor der bade er et input og et output: kontinuer-
lig fermentering

b. Opsatning af fermenteringstanken, hvor der hverken er et input eller et output: batch-
fermentering

c. Opsatning af fermenteringstanken, hvor der er et input men ikke et output: fed-batch-

fermentering
Beskriv fordele og ulemper ved de forskellige typer af opsaetning af fermenteringstanken.

Opsatning Egenskaber Fordele Ulemper
Batch Varierende veaekstrate Alsidig, fordi den kan bruges til Meget arbejds- og tidskraevende
flere forskellige processer pga. renggring og sterilisering
Konstant volumen .
o . mellem hver batchfermentering
Lille risiko for kontaminering
Begraenset af substrat
(og/eller veeksth&emmende | Fuldsteendig omsaetning af sub-
affaldsstoffer) strat til produkt
Kontinuerlig Konstant vaekstrate Automatisering er simpel Stor risiko for kontaminering
Konstant volumen Konstant produktkvalitet (og Risiko for mutationer i cellekultu-
produktkoncentration) ren, f.eks. tab af plasmid (og der-
Konstant celle-, substrat- og
. . . med tab af egenskaber)
produktkoncentration Hgj produktivitet
. Ufleksibel fordi den typisk ikke
Begraenset af kontamine- . .
. . kan bruges til flere forskellige
ring og/eller mutationer .
processer uden eftermontering
Fed-batch Konstant veaekstrate Ensartet produktion Nogle af de samme problemer
. . . som for batch og kontinuerlige
Varierende volumen Hgj produktivitet .
bioreaktorer, men ulemperne er
Begraenset af volumen Hgj produktkoncentration generelt ikke ligesd markante




23. Naevn et eller flere eksempler pa de tre former for malinger, som man kan foretage i fermenteringstan-
ken, dvs. off-line malinger, at-line malinger og on-line malinger.
Off-line malinger: kromatografi af oplgste stoffer som substrater og produkter.
At-line malinger: spektrometri af cellekoncentration, mikroskopi af celler.
On-line malinger: temperatur, pH, tryk, omrgringshastighed, spektrometri af cellekoncentration, masse-

spektrometri af gasser som O, og CO,.



Fermenteringsgvelse: fra batch til kontinuerlig fermentering

Du arbejder for en medicinalvirksomhed, der fremstiller medicin til behandling af bakterieinfektioner i men-
nesker. Virksomheden har anskaffet sig en saerlig stamme af skimmelsvampen Aspergillus oryzae, som pro-
ducerer et eftertragtet antibiotikum. Netop denne stamme har vist sig at veere rigtigt dygtig til at fremstille
og udskille det antibiotiske stof i vaekstmediet i store maengder. Du har derfor faet til opgave at undersgge
skimmelsvampens produktion af antibiotikum ved en fermentering.

Brug evt. det tilhgrende dataark, hvor malingerne for fermenteringen er klar til databehandling og -analyse

(se filen Data-til-fermenteringsgvelse).

Batchfermentering

Du beslutter dig for fgrst at undersgge skimmelsvampens produktion af antibiotikum ved en batchfermente-

ring. Du maler Igbende biomasse-, substrat- og produktkoncentrationen i fermenteringstanken.

Tid Biomasse Glukose Antibiotikum
(t) (g/L) (g/L) (mg/L)
0 0,00 20,00
0,00 20,00
10 0,50 19,00
13 1,00 18,00
15 1,49 17,02
17 2,23 15,55
19 3,32 13,36
21 4,95 10,09
23 7,39 5,22
24 8,50 3,00
25 9,50 1,00
27 9,70 0,60 1,00
29 10,20 0,00 3,50
32 9,80 0,00 6,00
35 9,20 0,00 8,50
38 9,10 0,00 11,00

1.1 Plot koncentrationerne af biomasse, glukose og antibiotikum som funktion af tiden. Sgrg for, at substrat-
og biomassekoncentrationen er plottet pa den primaere akse, og produktkoncentrationen er plottet pa
den sekundzere akse.



Batchfermentering med A. oryzae
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1.2 Hvorfor stiger koncentrationen af biomasse fgrst efter 10 timer — og ikke efter O timer?
Der er en lagfase, hvor skimmelsvampecellerne tilpasser sig vaekstmediet — derfor deler cellerne sig
endnu ikke.

Ved batchfermentering vil der vaere rigelige maengder af substrat i fermenteringstanken ved fermenteringens
start. Derfor har produktionsorganismen mulighed for at gro ved sin maksimale vaeksthastighed.

1.3 Udregn logaritmen af biomassekoncentrationen, og plot den som funktion af tiden. En eksponentiel
funktion har en ret linje som graf i et koordinatsystem, hvor x-aksen er almindelig, og y-aksen er logarit-
misk. Plot kun de punkter, der indgar i den eksponentielle veekstfase.

In(Biomasse) vs. tid
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1.4 Bestem vakstraten for A. oryzae. Der er to fremgangsmader: enten (1) bestemmelse af u i den ekspo-
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1.6

1.7

nentielle funktion N(t) = N, - e#¢ ud fra det normale plot, eller (2) bestemmelse af u i den lineaere
funktion ln(N(t)) = u -t +In(Ny) ud fra det logaritmiske plot. Enheden for vaekstraten er [h™].
Vakstraten er ;1 = 0,205 h™.

Bestem efterfglgende fordoblingstiden for A. oryzae — vokser skimmelsvampen hurtigere eller langsom-
mere end f.eks. bakterien E. coli eller gaeren S. cerevisiae? Enheden for fordoblingstiden er [h].
Fordoblingstiden er g = 3,38 h (jf. beregningen).
~In(2)  In(2)
~ u  0,205h71

=3,38h

Hvorfor stopper koncentrationen af biomasse med at stige efter 30 timer?
Substratet (glukose) er blevet opbrugt af skimmelsvampecellerne.

Kan man ud fra grafen se, om produktet er en primaer eller sekundaer metabolit? Teenk over, om pro-
duktionsorganismen fremstiller produktet under den eksponentielle eller stationaere vaekstfase.
Produktet (antibiotikum) er en sekundaer metabolit, eftersom man ud fra grafen kan se, at skimmel-
svampen fremstiller produktet under den stationaere vaekstfase.

Plot biomassekoncentrationen som funktion af glukosekoncentrationen, og bestem haldningskoeffici-
enten. Denne konstant er udbyttet af biomasse. Der ses bort fra det negative fortegn. Enheden for denne
koefficient er [g biomasse/g glukose]. Hvad siger denne konstant om forholdet mellem biomasse og
glukose?

Biomasse vs. glukose
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Udbyttet af biomasse er udbytte = 0,5 g biomasse / g glukose. Denne konstant siger, at skimmelsvam-
pecellerne fremstiller 0,5 gram biomasse for hvert gram glukose, som cellerne forbruger.



Kontinuerlig fermentering

Pa baggrund af resultaterne beslutter du dig for at undersgge, om en kontinuerlig fermentering er bedre
egnet til produktion af antibiotikum ved hjzelp af skimmelsvampen. Du gentager det forrige eksperiment,
men pa et tidspunkt begynder du at pumpe friskt veekstmedium til tanken; samtidig begynder du at pumpe
brugt fermenteringsvaeske fra tanken med den samme rate. Dermed holdes volumen i fermenteringstanken
konstant. Du sgrger for at holde koncentrationen af det begraensende substrat sa minimalt som muligt.

Du maler igen Igbende biomasse-, substrat- og produktkoncentrationen i fermenteringstanken.

Tid Biomasse Glukose Produkt
(t) (g/L) (g/L) (mg/L)
0 0,00 20,00
0,00 20,00
10 0,50 19,00
13 1,00 18,00
15 1,49 17,02
17 2,23 15,55
19 3,32 13,36
21 4,95 10,09
23 7,39 5,22
24 8,50 3,00
25 9,50 1,00
27 9,70 0,60 1,00
29 10,20 0,30 3,50
32 9,80 0,10 6,00
35 9,20 0,10 8,50
38 9,50 0,10 11,00
41 9,80 0,10 10,00
44 9,60 0,10 9,00
47 9,70 0,10 9,50
50 9,80 0,10 9,00
53 9,60 0,10 10,00
56 9,80 0,10 9,00
59 9,60 0,10 9,50
62 9,70 0,10 9,50
65 9,80 0,10 10,00
68 9,60 0,10 9,50
71 9,70 0,10 9,00
74 9,80 0,10 10,00
77 9,60 0,10 9,00
80 9,50 0,10 9,50
83 9,80 0,10 9,50
86 9,60 0,10 10,00




2.1 Llav et lignende plot som i spgrgsmal 1.1, men nu med data af den kontinuerlige fermentering fremfor
batchfermenteringen. Sgrgigen for, at substrat- og biomassekoncentrationen er plottet pa den primaere
akse, og produktkoncentrationen er plottet pa den sekundaere akse.

Kontinuerlig fermentering med A. oryze
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Fordi der bade er et tillgb til og et aflgb fra fermenteringstanken, kan der opnas steady state. Dette er en
tilstand, hvor der hverken ophobes substrater, produkter eller biomasse i fermenteringstanken. Dermed er
koncentrationerne af disse variable nogenlunde konstante.

2.2 Er der opnaet steady state i fermenteringstanken?
Ja, det er der!

En smart ting ved den kontinuerlige fermentering er, at man kan holde substratkoncentrationen ved at mini-
mum. Pa denne made fastholder man produktionsorganismen i den stationzere fase.

2.3 Hvilken betydning har den lave koncentrationen af substratet (glukose) for produktiviteten af produktet
(antibiotikum)?

Produktiviteten af antibiotikum er stgrre ved en lav koncentration af glukose.

2.4 Er batchfermentering eller kontinuerlig fermentering bedst egnet til at producere netop dette produkt?
Nzevn fordele og ulemper ved de to undersggte former for opsaetning af fermenteringstanken. Hvilken
faktor ggr kontinuerlig fermentering mere egnet end batchfermentering i dette tilfaelde?

Kontinuerlig fermentering er bedst egnet til at producere dette produkt, eftersom der kan opnas en
lavere koncentration af glukose og dermed en stgrre produktivitet af antibiotikum.

2.5 Perspektivering: hvordan kan bioteknologi hjeelpe med at optimere produktionen?
Der er forskellige muligheder og begransninger indenfor hhv. biologiske @ndringer og procesaendrin-
ger. For eksempel kan man bruge genmodificering til at optimere produktionen.



