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E.coli SCALE-UP FERMANTASYONU:

500 ML MINIBIO'DAN

3 L LABORATUVAR BiYOREAKTORUNE

Yiiksek Kimyager Hakan DIBEK
ANT TEKNIK CIHAZLAR

Applikon Biotechnology
Uriin Sorumlusu

OzET

Biyoproses Glceklendirme (scale-up),

yeni veya gelistiriimekte olan bir prosesin
laboratuvar dlceginden Uretim olcegine
aktarilmasi anlamina gelmektedir. Maliyeti
distrmek icin, kiiguik lcekli bir biyoreaktor
kullanilarak biiyiik 6lcekli kosullarin simiile
edilmesi bir biyoprosesi iyilestirmenin

ilk adimidir. Bu calismada, Applikon'un

500 mL ve 3 Llik nominal hacimlerdeki
biyoreaktdrlerinde tipik bir E. coli
fermantasyonu gerceklestirilmis ve kiiglik
6lcekten biiyiik dlcege scale-up calismalari
yapilimistir. Her iki biyoreaktor icin de ayni
kiiltlr (cultivation) kosullart kullanilmistir.
Sonuglar optik yogunluk (OD600) dlctimleri
ve proses kontroli temel alinarak
degerlendirilmis; parametre kontroli (pH,
T, d02) ve hiicre biiyiime profilinin her

iki olcekte de ayni davranis sergiledigi
gozlemlenmistir.

GiRiS

Antibiyotikler, alkoller, amino asitler,
enzimler ve organik asitler gibi bircok
biyoteknolojik tirtinlin ticari olarak tretimi
icin baslangic noktasi, kiictik hacimli
laboratuvar biyoreaktdrlerinin yiz binlerce
litrelik biyoreaktdr dlceklerine uygun olarak
optimize edilmesidir.

Bu ¢alismanin amaci 3 L ve 500 mL
biyoreaktdr arasindaki élceklenebilirligi
arastirmak, proses parametrelerini ve
kiltiir (cultivation) sirasinda elde edilen
biyiime profillerini degerlendirmektir.
Tipik bir E. coli fermantasyonu, toplam
hacmi 3 Lolan 2 L calisma hacimli ve
toplam hacmi 500 mL olan 400 mL
calisma hacimli iki farkli biyoreaktor

kullanilarak gerceklestirilmistir.

MALZEMELER VE YONTEMLER

E. coli fermantasyonlar 3 L ve 500 mL
biyoreaktorlerde gerceklestirilmistir. Her
iki biyoreaktor icin de ayni konfiglirasyon,
ayni pre-kiltir ve besiyeri ile kullanilmustir.
Avrica, pH, ¢oziinmdis oksijen (d02) ve
sicaklik gibi parametreler de her iki sistem
icin esdeger olarak kontrol edilmistir.
Proses esnasindaki biyokditle biiyiimesi,
600 nm'deki optik yogunluk (OD600) farkli
zamanlarda olctilerek takip edilmistir.

A | 500 mL MiniBio

» E. coli'nin batch fermantasyonu igin
toplam hacmi 500 mL olan 400 mL
calisma hacimli bir cam otoklavlanabilir
biyoreaktdr (Applikon Biotechnology)
kullaniimistir. Biyoreaktorin proses
kontroliinde, bu amaca yonelik dzel bir
yazilim olan my-control kullanilmistir.
Biyoreaktor konfigiirasyonu Sekil
1A'da gosterilmektedir. Kiltlr kabi
konfiglirasyonunda 2 rushton impeller,
bir L-tipi sparger, DO2, pH ve sicaklik
sensorleri, numune alma septumu ve
pH kontroll i¢in bir sivi ekleme portu
bulunmaktadir.

= Numuneler, 6rnekleme septumu
boyunca 0.2 mL kdilttirtn steril bir

siringa yardimi ile cekilmesiyle alinmistir.

Optik yogunluk (OD), spektrofotometre
ile 600 nm'de olclimustdr.

B | 3 L Biyoreaktor

E. coli'nin batch fermantasyonu icin
toplam hacmi 3 Lolan 2 L calisma
hacimli bir cam otoklavlanabilir
biyoreaktor (Applikon Biotechnology)
kullanilmustir. Biyoreaktdrin proses
kontroliinde, bu amaca yonelik dzel bir
yazilim olan Ez-control kullanilmistir.
Biyoreaktor konfigiirasyonu Sekil
1B'de gosterilmektedir. Kullanilan
insert'ler, 500 mL biyoreaktordeki

ile aynidir. Biyoreaktor, dO2, sicaklik
ve pH sensorleriile kurulmus ve bu
parametreler, Ez-control yazilimi

ile kontrol edilmistir. Havalandirma
acik borulu L tipi sparger ile
gerceklestirilmistir. Kiltdr kabi
konfiglirasyonunda 2 rushton impeller,
numune alma septumu ve pH kontrolti
icin ilave port bulunmaktadir.

= Numuneler, 6rnekleme septumu
boyunca 1.0 mL kuilttrtn steril bir

siringa yardimi ile cekilmesiyle alinmistir.
Optik yogunluk (OD), spektrofotometre
ile 600 nm'de élclimustdr.

oksijeni kontrol etmek icin gaz girisleri
Isitma / sogutma peltieri ve sensorleri ile
mini-Bio'nun konfiglirasyonu.

C | Aktiiatorler ve ayar noktalan

2000 mL working volume

» dO2, her iki biyoreaktor icin bir hava valfi
kullanilarak, % 30 hava doygunlugundan
baslayarak yukari dogru kontrol
edilmistir.

= pH, amonvyak sivi ¢dzeltisi (% 25\ / V)
kullanilarak pH 7.0've ayarlanmustir.

= Sicaklik 37°C olarak ayarlanmistir.
Biyoreaktor sicaklik kontroll, 500 mL
icin 1sitma / sogutma peltieriile 3 Ligin
ise bir isitma battaniyesi ve soguk bir
parmak ile saglanmistir.

= Karistiric hizi, 500 mL igin 2000 rpm,
3 Liginise 1000 rpm'e ayarlanmistir.
Belirlenen kosullar icin her iki
biyoreaktorde olgiilen KLa yaklasik
olarak 217 saat-1 olmustur.

B | pH, sicaklik ve ¢oziinmiis oksijen
olgtim sensorleriile STR tip (karistirmali)
biyoreaktor 3 L.

= Her iki kontroldrden (3 L biyoreaktor
icin Ez-control, 500 mL biyoreaktor icin
my-control) kaydedilen parametrelerin
proses degerleri, Applikon
Biotechnology'nin SCADA yazilimi ile
toplanmistir.

SONUCLAR VE TARTISMA

3 L'lik ve 500 mL'lik biyoreaktorler
arasindaki olgeklenebilirligi arastirmak
icin 7 saat stireyle paralel E. coli
fermantasyonlari gerceklestirimistir.
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Sekil 2 | E. coli biyiimesinin yari logaritmik gosterimi.

@ 400 mL working volume L .
Farkli zaman noktalarinda 6lctlen optik

yogunluk (OD) sonuglari Sekil 2'de
gosterilmektedir.

Bu calismanin sonuglar, 3 L ve 500 mLlik
biyoreaktdrlerdeki bliylime kosullarinin
birbirine yakin ve kendi aralarinda
tekrarlanabilir oldugunu gostermistir.

Her iki lcek icin de ayni KLa degerinin
elde edilebilmesi ve iki kiltir kabinin
benzer geometride olmasi, sdz konusu
konfiglirasyonlarin yukari ve asagl
6lceklendirme (scale-up/down) icin uygun
oldugunu gostermistir.

Sekil 1| A|Sicaklik, pH ve ¢6ziinmus
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KONTROL EDILEN PARAMETRELER

Sekil 3A, 3B ve 3C'de ez-control (3 L biyoreaktdr) ve my-control (500 mL biyoreaktér) ile
kontrol edilen parametreler arasindaki karsilastirma gosterilmektedir.
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Sekil 3A | ez-control ve hava valfinin aktiator olarak kullanildigr 3 L'lik ve 500 mLlik
biyoreaktorlerdeki ¢oziinmiis oksijen - DO2.
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Sekil 3B | ez-control ve bir alkali peristaltik pompanin aktlator olarak kullanildigi 3 Llik ve
500 mL'lik biyoreaktorlerdeki pH.
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Sekil 3C | ez-control ve soguk parmak ve Isitici battaniyenin kullanildigr 3 Llik ve 500
mLik biyoreaktorlerdeki sicaklik - T.

SONUGLAR

= 3L ve 500 mLlik biyoreaktdrlerde, ayni kosullar kullanilarak paralel E. coli
fermantasyonlari gerceklestirilmistir. Biyoktle sonuglari, her iki biyoreaktoriin benzer
bir bliylime oranina izin verdigini gdstermistir. 3 L ve 500 mL'lik biyoreaktdrler icin
siraslyla 7.12 ve 6.81'lik bir OD600 elde edilmis ve iki biyoreaktoriin, % 4.4'Iik bir farkla,
birbirine oldukca yakin biyokiitle sonuglari gosterdigi gozlemlenmistir.

« iki biyoreaktérde, 3L icin ez-control, 500 mL icin my-control, olmak iizere, iki
farkli Applikon kontrolor kullaniimistir. iki konfigiirasyon arasindaki tek fark
sicaklik kontrolldur. Sonuglar, farkli 6lcekteki iki biyoreaktorde dO2, pH ve sicaklik
parametrelerinin mikemmel bir sekilde kontrol edildigini ve E. coli'nin ayni seviyede
blyidugunu gostermistir.

= Yapilan calismayla Applikon'un 3 L ve 500 mL biyoreaktorleri arasindaki

olceklenebilirlik kanitlanmis ve her iki biyoreaktdrin de kiiclk olcekli prosesler igin
guvenilir secenekler oldugu gosterilmistir.
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