Case Studie:

Productie van β-galactosidase
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· Bijlagen:

· Stream Report van het standaard productieproces van β-galactosidase.
· Economic Evaluation Report van het standaard productieproces van 
β-galactosidase.
1. Beschrijving van het proces

β-Galactosidase is een enzym, dat de hydrolyse van bepaalde polysacchariden katalyseert. Hydrolyse is een chemische reactie waarbij in dit geval een di-, tri- of polysaccharide afgebroken wordt tot kleinere sacchariden. Wanneer bijvoorbeeld een trisaccharide volledig gehydrolyseerd wordt, resteren na de hydrolyse drie monosacchariden. β-Galactosidase is vooral bekend doordat het een rol speelt bij de afbraak van lactose tot glucose en galactose. Lactose, een disaccharide, is een belangrijk ingrediënt van melk.

Zoals gewoonlijk bij een biotechnologisch proces bestaat ook het proces om 
β-galactosidase te produceren uit drie fasen, namelijk upstream, fermentatie en downstream.

In het upstream gedeelte worden de grondstoffen gesteriliseerd en in de fermentor gebracht. De grondstoffen bestaan uit een oplossing van glucose (C6H12O6) en zouten, en uit gasvormig ammoniak (NH3) en lucht (met daarin uiteraard 20% zuurstof).

Tijdens de fermentatie worden in een fermentor de grondstoffen door de al aanwezige micro-organismen omgezet in biomassa, water en koolstofdioxide. Bovendien worden intracellulair eiwitten, waaronder het gewenste product β-galactosidase, geproduceerd. De fermentatie vindt plaats bij een temperatuur van 37 0C.

De downstream fase begint met een concentratiestap (microfiltratie), waarna de celwanden worden gebroken in een homogenisator. Via een centrifuge en enkele filtraties worden het celdebris en de resterende biomassa afgescheiden, waarbij tevens concentratie van het overgebleven mengsel plaatsvindt. De zuivering van de β-galactosidase vindt plaats door middel van sorptieprocessen, namelijk op basis van oppervlaktelading (ionenwisseling) en grootte (gel-permeatie-chromatografie).

2. Simulatie met SuperPro Designer
Het proces, zoals beschreven in paragraaf 1, is gesimuleerd met behulp van SuperPro Designer. Start het β-galactosidase ontwerpbestand in SuperPro Designer op. Hieronder is het proces, zoals het gesimuleerd is, stap voor stap beschreven. Meer informatie over afzonderlijke unit operations en/of streams van dit gesimuleerde proces kan overigens verkregen worden door dubbel te klikken op het betreffende onderdeel van het flowsheet. Ook kan informatie opgevraagd worden over het proces door het opvragen van het Stream Report, Economic Evaluation Report, Itemized Cost Report en Input Data Report. Druk, met het File Print commando, nu het flowsheet even af alvorens verder te lezen. 

In een geroerd vat wordt 64 m3 water, 6100 kg glucose en 1000 kg zouten gemengd. Dit mengsel wordt gesteriliseerd in een sterilisator en in de fermentor gebracht. De lucht, met in totaal 26000 kg zuurstof, wordt na een compressiestap, waarin de druk wordt opgevoerd tot 6 bar, gemengd met de gasvormige ammoniak (400 kg). Via een steriliserend luchtfilter wordt het gasmengsel in de fermentor gebracht. 

In de fermentor (92 m3) is al biomassa aanwezig, waarvan de hoeveelheid verwaarloosd wordt. De fermentatie duurt 18 uur en op massabasis vindt de volgende reactie plaats:

30.00 C6H12O6 + 4.20 zouten + 1.77 NH3 + 15.57 O2 ( 
12.79 biomassa + 16.37 H2O + 22.38 CO2 
Deze reactievergelijking kon opgesteld worden door meting van onder andere de concentraties van (een aantal van) de bij deze reactie betrokken verbindingen. 
De bij de reactie geproduceerde β-galactosidase bevindt zich in de micro-organismen. Het rendement van de reactie is 98% en de reactie is exotherm, waardoor de fermentor gekoeld moet worden met, in dit geval, koud water. 
Het gas dat tijdens de fermentatie geproduceerd of niet omgezet wordt, wordt via een luchtfilter geloosd.

Het fermentatiebeslag, een waterige dispersie bevattende water, biomassa en resten glucose en zouten, wordt via drie parallel geschakelde tanks door drie parallel geschakelde microfilters (0.45 μm) geleid, waardoor de helft van het water, de glucose en de zouten wordt afgescheiden. 
Na toevoeging van een nieuwe hoeveelheid water, wordt de dispersie naar de homogenisator geleid. Hierin worden de meeste cellen gebroken, waardoor de celinhoud (dus ook het β-galactosidase) vrijkomt. Via meting van onder andere de concentraties van bij deze "reactie" betrokken componenten is de volgende reactievergelijking (op massabasis) opgesteld:

10.0 biomassa ( 
0.5 β-galactosidase + 4.5 eiwitten + 2.0 nucleïnezuren + 3.0 celdebris 
Er komt op deze manier 120 kg β-galactosidase vrij. Vervolgens wordt in vijf parallel geschakelde schotelcentrifuges alle resterende biomassa, vrijwel alle celdebris en een derde van het water afgescheiden. 
Een 0,45 μm eindfilter verwijdert de rest van het debris en er vindt concentratie van de nu ontstane oplossing plaats via twee parallel geschakelde ultrafilters (MW cut-off: 30.000). 
In deze ultrafilters denatureert overigens 3% van de β-galactosidase. 
De werkelijke zuivering begint in vijf parallel geschakelde ionenwisseling kolommen. Er wordt tweemaal met grote hoeveelheden buffervloeistof geëlueerd en gespoeld. 
Het resultaat van deze stap is de verwijdering van alle glucose en zouten en een groot deel van de (overige) eiwitten en nucleïnezuren. 
Na een concentratiestap door een ultrafilter (MW cut off: 30.000) vindt de laatste zuivering plaats via 11 parallel geschakelde gel permeatie kolommen. 
Door elueren en spoelen met grote hoeveelheden buffervloeistof worden alle nucleïnezuren en vrijwel alle (overige) eiwitten afgescheiden. Het eindproduct bestaat na diafiltratie en vriesdrogen uit 97 kg vast β-galactosidase van meer dan 99% zuiverheid.

3. Opdrachten

3.1 Inleiding

Het is nuttig om eerst van bovenstaand proces een aantal rapporten goed te bestuderen alvorens aan de onderstaande opdrachten te beginnen. In deze rapporten wordt een beeld gegeven van het proces via gegevens over onder andere de unit operations, streams, componenten, allerlei kostenposten en economische parameters. Het gaat hierbij om vijf rapporten die door SuperPro Designer gegenereerd zijn, namelijk: 

· Stream Report (SR)

· Economic Evaluation Report (EER)

· Itemized Cost Report (ICR)

· Input Data Report (IDR)

· Environmental Impact Report (EIR)

Vraag:
Door de rapporten, met name de bovenste twee (SR en EER - zie bijlagen), goed te bestuderen kan een goede impressie van het productieproces van -galactosidase en de simulatie van dit proces worden verkregen. Probeer de belangrijke informatie te onderscheiden van de minder belangrijke om vooral een algemeen beeld van het proces te vormen. Belangrijke informatie zijn bijvoorbeeld de veranderingen in de streams voor en na unit operations (zie SR) en de economische analyse over de kostenopbouw (EER: "annual operating cost") en winstgevendheid (EER: "profibility analysis").

Hieronder volgen een aantal opdrachten, waarin het proces telkens veranderd of aangepast wordt. Na elk van de opdrachten is het nuttig één of meerdere relevante rapporten op te vragen en (eventueel) af te drukken, om zodoende beter de gevolgen van de doorgevoerde veranderingen aan het proces te kunnen bestuderen. Na elke opdracht zullen tips gegeven worden over welke delen van de rapporten van belang zijn.

3.2 Opschalen

Wanneer men een product op grotere schaal wil gaan produceren, dient het productieproces opgeschaald te worden. Bij het opschalen moet er rekening mee gehouden worden dat niet alle aan het proces gerelateerde parameters met dezelfde factor vermenigvuldigd worden. Zo is het bijvoorbeeld voor te stellen dat bij een tien maal zo grote reactor niet tien maal zoveel mankracht in de vorm van operators nodig is, maar bijvoorbeeld slechts twee maal zoveel of zelfs evenveel.

In dit deel van de case studie is het de bedoeling het productieproces van -galactosidase zodanig op te schalen dat er in dezelfde tijd vijf maal zoveel eindproduct geproduceerd wordt.

Niet alle factoren, die veranderen bij opschalen, zullen aangepast worden, slechts de drie factoren die het meest bepalend zijn voor de kostprijs van het product. Dit zijn ten eerste de investering in de fabriek, deze hangt sterk af van de kosten van de unit operations. Ten tweede is de prijs van de grondstoffen, met name de buffervloeistoffen van de ionenwisseling en gel permeatie kolommen, sterk bepalend. Ook de vulling van de beide soorten chromatografie kolommen, de stationaire fase, draagt in belangrijke mate mee aan de kostprijs van het product. Vanwege de vijf keer zo grote afname van de buffervloeistoffen en kolomvullingen wordt op deze beide items bij de leverancier 25% korting verkregen.

Ga als volgt te werk:

Gebruik de optie "Adjust Plant Throughput" in het Tasks menu om alle voedingsstromen vijf maal zo groot te maken (dus Universally).
Verander de diameter van de sterilisator (ST-101) met het Process Step menu van 4 cm in 6 cm. Vanwege de grotere, te steriliseren, voedingsstromen is dit noodzakelijk.

Met de menu-optie "Revenue, Raw Materials, and Waste Streams" in het Tasks menu worden de prijzen van de buffervloeistoffen veranderd. 
Gfl Eluant wordt 0,10 $/kg (was 0,14), Gfl Wash wordt 0,09 $/kg (was 0,12), WFL 1/2/3/4 wordt 0,09 (was 0,12) en Tris wordt 0,11 (was 0,15).
De aanschafprijzen van de kolomvullingen worden aangepast met het Process Step menu. Klik dus met de rechter muisknop op de ionenwisselaar (C101). Kies dan de optie "Simulation Data" (Dubbelklikken op de processtap levert trouwens hetzelfde venster op). 
Verander de prijs van het "chromatography resin media" van 350 naar 260 $/liter. Voer hetzelfde uit bij de gel permeatie kolom (C-102). Verander de prijs van 200 naar 150 $/liter.

Doorloop het Tasks menu vanaf "Solve M&E Balances", waarbij "Revenue, Raw Materials, and Waste Streams" en "Adjust Plant Throughput" overgeslagen worden. Let er wel op dat de reports onder een andere naam worden opgeslagen dan bij het ontwerpbestand van 3.1, anders worden de rapporten van het oorspronkelijke proces (van 3.1) uitgewist. 
Bewaar het Stream Report onder de naam bgal2.sr, het Economic Evaluation Report onder de naam bgal2.eer etcetera. De rapporten kunnen bijvoorbeeld ook op een diskette, geheugenstick of op de harde schijf bewaard worden.

Vraag: 

Bij deze opdracht is met name het EER belangrijk. Vraag dit op (dit moet via de optie Any Report van het View menu) en bestudeer het. Let zowel op de veranderingen bij de vaste kosten (Fixed Costs) als de variabele kosten (in Annual Costs). Wat valt op bij de "profibility analysis" en wat is er gebeurd met de productiekosten per eenheid β-galactose?

3.3 Fermentatie

We gaan nu weer verder met het niet-opgeschaalde proces. Stel dat er sprake is van een storing in de fermentor. Door bijvoorbeeld te hoge of te lage temperatuur of een onvolkomenheid in de toevoer van voedingsstoffen (bijvoorbeeld O2) vindt een iets andere reactie in de fermentor plaats. 
Er wordt als gevolg van de storing meer biomassa en minder CO2 gevormd. Ook wordt naast β-galactosidase een ander eiwit gevormd, dat sterk lijkt op 
β-galactosidase. Dit andere eiwit wordt voor het gemak enzymX genoemd.

De bovenstaande veranderingen worden nu ingevoerd in het ontwerpbestand. Sluit alle openstaande ontwerpbestanden af en start via het File menu het originele ontwerpbestand (bgal2_7.spf) op en verander daarin het volgende:
SuperPro Designer kent enzymX niet, dus dient deze toegevoegd te worden. Via het Tasks menu, optie "Initialize Components", wordt de component EnzymX toegevoegd. 
Dit gebeurt door aanklikken van "New" onder "Registered Components". 
Vul dan vijf keer EnzymX in. In het venster Registered Components is dan enzym X toegevoegd. 
Vervang het molecuulgewicht (MW) van EnzymX door 48000 (bijna gelijk aan die van β-galactosidase) en de Waste Treatment Cost door 0,80 (gelijk aan dat van protein).
Nu worden de veranderde coëfficiënten van de fermentatiereactie ingevoerd. Dubbelklik daartoe op de fermentor en dan op "Next" en vul in het venster Reaction Mass Data voor de componenten biomassa en CO2 respectievelijk 
20 en 15,17 in. 
De (neven)reactie is namelijk als volgt: 

30.00 C6H12O6 + 4.20 zouten + 1.77 NH3 + 15.57 O2 ( 
20.00 biomassa + 16.37 H2O + 15.17 CO2 
Op dezelfde manier bij de homogenisator: 
Vul voor β-galactosidase en EnzymX respectievelijk 0.35 en 0.15 in. 


Deze "reactie" is nu namelijk:

10 biomassa ( 0.35 β-galactosidase + 0.15 enzymX + 4.5 eiwitten 
+ 2 nucleïnezuren + 3 celdebris 
Bij de diverse gebruikte filters staan coëfficiënten die aangeven welke fractie van de betreffende componenten doorgelaten wordt en welke fractie achterblijft op het filter. De default-waarden zijn ook hier niet realistisch voor enzymX en moeten dus aangepast worden. Ten eerste het Dead-end filter: 
· Vul voor de massa retentiecoëfficiënt voor enzymX in: 1%.

· Ultrafilters UF-101 en UF-102: rejection coëfficiënt voor enzymX is 100%.
Voor de chromatografie kolommen gaat ongeveer hetzelfde op als voor de filters. Er dient gespecificeerd te worden welke fractie van elke component in de productstroom aanwezig is. 
· Ionenwisselaar: Binding en Yield voor enzymX zijn respectievelijk 80% en 75%. (dit wil zeggen dat er nog 80x0.75=60% enzymX aanwezig is in de gezuiverde oplossing).

· Gel permeatie filter: vul bij recovery yield voor enzymX 20 in. Er is dan nog 20% enzymX in de gezuiverde oplossing aanwezig en er is dus 80% afgescheiden.

· Diafilter: de rejection coefficient voor enzymX is 100%.

Doorloop het Tasks menu zoals bij 3.2 en bewaar de reports als bgal3.sr etc. Geef bij alle SuperPro Designer Warnings gewoon OK.

Vraag:
Bekijk in het Stream Report de invloed van de veranderde fermentatie-reactie op de samenstelling van het eindproduct (dus stream S-134). 
Wat kan geconcludeerd worden betreffende de zuiverheid van het product? 
Is het nodig dit proces aan te passen?

Bewaar het hele ontwerpbestand via File en Save as (bijvoorbeeld als bgal3.spf), want dit bestand moet nog gebruikt worden in 3.4. 

3.4 Downstreaming
Het is natuurlijk in eerste instantie zaak de storing in het fermentatieproces op te lossen. Echter, in het geval dat dit niet mogelijk is, kan de downstream fase aangepast worden. Dit laatste is hier het geval. 
Ga uit van het flowsheet dat bij 3.3 resulteerde. Het is nu de bedoeling om de hoeveelheid enzymX in het eindproduct terug te brengen tot een aanvaardbaar niveau.
Om enzymX beter van β-galactosidase te kunnen scheiden, wordt in plaats van Tris een andere, voor dit proces effectievere, maar ook duurdere buffer gebruikt, namelijk Buf. Buf kost 0,60 $/kg in tegenstelling tot Tris dat 0,15 $/kg kost. Er wordt 200000 kg/batch Buf gebruikt. 
Enzym X heeft in de ionenwisselaar met de nieuwe buffer een bindings​percentage van 20% en een yield (opbrengst) van 15%.
· Pas het ontwerpbestand aan aan dat deze nieuwe gegevens. Voer eerst via "Initialize Components " Buf in als nieuwe component. Geef daarbij ook meteen de kostprijs (Purchase Price) van Buf.

· Stel in de stream "Tris" de invoer van Tris op 0 kg/batch en de invoer van Buf op 200000 kg/batch.

· Doorloop weer het Tasks menu (sla alles op als bgal4.sr etc.).

Vraag:
Bekijk het Stream Report en het Economic Evaluation Report. 
De vereiste zuiverheid van het eindproduct is 98.5%. 
Wordt hieraan voldaan? 
Wat blijkt als de "profibility analysis" bekeken wordt?
Welke conclusies kunnen hieraan verbonden worden.

Het blijkt dat verandering van buffer de kostprijs van het product enorm verhoogd heeft. Dit was eigenlijk al te voorspellen, wanneer het "Economic Evaluation Report" van het originele ontwerpbestand (van 3.1) goed bekeken was. Hieruit valt namelijk af te leiden, dat naast de afschrijvingskosten (investering in de fabriek) de totale jaarlijkse productiekosten vooral gedomineerd worden door de kosten van de bufferoplossingen en kolom​vullingen van de chromatografie kolommen. 
Bovendien spelen deze unit operations ook in de investeringskosten een grote rol. 
Door de proceswijziging van deze opgave blijkt het proces niet meer rendabel te zijn, er wordt zelfs fors verlies geleden. Vandaar de foutmelding "IRR niet in het interval [0,200]". Deze waarde IRR, een maat voor de winstgevendheid van het proces is namelijk in bovenstaand geval negatief. 
Bij dit productieproces van β-galactosidase moet dus enerzijds de fermentatie optimaal verlopen, om de kans op bijproducten te verkleinen en anderzijds moet de zuivering van het product zo efficiënt mogelijk worden uitgevoerd.
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