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1. INLEIDING
Biotechnologie is een zeer multidisciplinaire tak van wetenschap. Met name na de Tweede Wereldoorlog werd biologie geïntroduceerd in diverse wetenschappelijke disciplines zoals natuurkunde, scheikunde en wiskunde. Dit heeft geleid tot de relatief nieuwe wetenschap biotechnologie die de beschrijving mogelijk maakt van biologische processen op cellulaire en moleculaire schaal en ook het benutten van deze kennis voor geneeskundige toepassingen en industriële processen. De figuur hiernaast, de bekende zandloper, geeft een beeld van de diverse wetenschappelijke disciplines aan de ene kant, en de verschillende industriële toepassingsgebieden aan de andere kant, van biotechnologie.
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Er zijn vele definities mogelijk van biotechnologie, een zeer eenvoudige, maar doeltreffende is de volgende:

Figuur 1: De wetenschappelijke disciplines en industriële toepassingsgebieden van biotechnologie.
Biotechnologie is het gebruik van microbiële, dierlijke of plantaardige cellen of enzymen om materialen te produceren, af te breken of te veranderen.


Er is een onderverdeling in traditionele (oude) en moderne (nieuwe) biotechnologie. De term traditionele biotechnologie verwijst naar de aloude technieken die gebruikelijk zijn voor het produceren van bier, wijn, kaas en andere voedingsmiddelen.  De gebruikte micro-organismen produceren deze producten van nature en er hoeft dus slechts een productieproces “omheen gebouwd” te worden. Moderne biotechnologie daarentegen, is enerzijds gebaseerd op het veranderen van het erfelijke materiaal van bestaande cellen (genetische modificatie) door middel van recombinant DNA en celfusie en anderzijds op nieuwe ontwikkelingen van traditionele biotechnologische processen. Het is met name de moderne biotechnologie die de laatste jaren in het middelpunt van de belangstelling staat. Hoofdstuk 2 bevat meer informatie over de geschiedenis en ontwikkeling van biotechnologie.

Vanwege de multidisciplinaire aard, wordt biotechnologie gebruikt in vele bedrijfstakken en is er een divers scala aan producten die voor vele toepassingen  dienen (zie figuur 2).

	bedrijfstak
	toepassingen
	producten

	farmaceutica 
	geneesmiddelen, klinische diagnostiek, tests voor voeding, milieu en landbouw
	antibiotica, vaccins, steroïden, gentherapie, enzymen, monoclonale antilichamen

	landbouw / bosbouw
	nieuwe plantenrassen of diereigenschappen, gewasbescherming, geneesmiddelen, diervoeding 
	plantenzaden, pesticiden, vaccins, single cell proteins

	voedingsmiddelen
	voedingsproducten, meststoffen, dranken, ingrediënten, voedingsadditieven
	kaas, bier, wijn, thee, koffie, sojaolie, bakkersgist, antioxidanten, kleurstoffen, aminozuren, vitaminen, fructosestroop 

	milieu
	afvalzuivering, energieproductie
	ethanol, biogas 

	tussenproducten
	bulkchemicaliën, enzymen, DNA/RNA
	ethanol, aceton, butanol, enzymen, parfums, biopolymeren

	apparatuur
	bioreactoren, hard-/software, verbruiksgoederen
	fermentoren, filters, centrifuges, chromatografieproducten


Figuur 2:
De biotechnologische bedrijfstakken, producttoepassingen en producten.
Sommige producten, vooral voedingsmiddelen als bier en kaas, worden op zeer grote schaal, miljoenen kilogrammen per jaar, geproduceerd. Andere producten, vooral farmaceutische eiwitten, worden op veel kleinere schaal, kilogrammen of zelfs grammen per jaar, geproduceerd. De productieschaal is afhankelijk van de vraag en bepaald voor een groot deel de prijs van een product. Een bulkproduct als bier kost een paar gulden per kilogram, terwijl sommige farmaceutische eiwitten miljoenen guldens per gram (!) opleveren. In figuur 3 is de wereldmarkt (totale verkoop) in 1981 voor een aantal belangrijke biotechnologische producten weergegeven. De verkoop van vele van deze producten is inmiddels verveelvoudigd, bovendien zijn er sinds 1981 veel belangrijke producten bijgekomen.

	product
	marktwaarde

(miljoen US$)
	product
	marktwaarde

(miljoen US$)

	alcoholische dranken
	23.000
	citroenzuur
	210

	kaas
	14.000
	enzymen
	200

	antibiotica
	4.500
	vaccins
	150

	diagnostische tests
	2.000
	HSA (albumine)
	125

	zaden
	1.400
	insuline
	100

	fructosesiroop
	800
	urokinase
	50

	aminozuren
	750
	factor VIII
	40

	bakkersgist
	540
	HGH (groeihormoon)
	35

	steroïden
	500
	pesticiden
	12

	vitaminen
	330
	
	


Figuur 3:
De wereldmarkt voor biotechnologische producten in 1981.
Een biotechnologisch productieproces bestaat uit een aantal stappen, namelijk voorbewerking (upstream), fermentatie en opwerking (downstream).

Dit geheel is in figuur 4 schematisch weergegeven.
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Figuur 4:
Basaal schema van een biotechnologisch productieproces.
Tijdens de voorbewerking wordt een cultuur micro-organismen opgekweekt tot de juiste hoeveelheid voor de fermentatie beschikbaar is. Dit gebeurt eerst op kleine schaal (in petrischaaltjes) en vervolgens in een kweekreactor. Tevens worden de (overige) grondstoffen voorbewerkt en gesteriliseerd vindt formulatie en sterilisatie van de (overige) grondstoffen plaats. Formulatie is het gereedmaken voor gebruik, bij grondstoffen bijvoorbeeld door oplossen, verdunnen of fijnmalen.

Het product wordt gevormd tijdens de fermentatie. De micro-organismen zetten substraat (voedingsstoffen) om in een of meer producten. In hoofdstuk 3 wordt ingegaan op diverse aspecten van fermentatie.

De opwerking dient ervoor om de gewenste reactieproducten te scheiden van de rest van het mengsel dat overblijft na de fermentatie (fermentatiemedium) en ze te concentreren en te zuiveren, totdat uiteindelijk het eindproduct ontstaat dat geschikt is voor de verkoop of als grondstof voor andere processen. Hoofdstuk 4 is gewijd aan opwerking.

De drie bovenstaande productiestappen bestaan ieder uit een aantal deelprocessen. De drie stappen zijn bovendien vaak met elkaar geïntegreerd, bijvoorbeeld via recirculatiestromen. Bovendien zijn aspecten als zuivering van afvalstromen en benodigdheid van zogenaamde utilities (o.a. stroom, koelwater, stoom) van belang. Figuur 5 geeft een wat uitgebreider beeld van een geheel proces, hoewel ook in deze figuur minder deelprocessen weergegeven zijn dan werkelijk aanwezig zijn. Vooral de opwerking bestaat vaak uit vele stappen (zie hoofdstuk 4).
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Figuur 5:
Vereenvoudigd blokschema van een biotechnologisch 
proces.
In de volgende hoofdstukken wordt met name aandacht besteed aan bioprocestechnologie, dat wil zeggen de procestechnologische kant van biotechnologie. Hoofdstukken 5 en 6 behandelen een twee belangrijke biotechnologische industriën en hun respectievelijke producten, productieprocessen en toepassingen. Het gaat in deze hoofdstukken respectievelijk om voedingsmiddelen en om farmaceutische producten.

2. GESCHIEDENIS
Ondanks de sterke recente groei van biotechnologie wordt al sinds lange tijd gebruik gemaakt van biotechnologische processen. Zo'n 10.000 jaar geleden werden via gistingsprocessen wijn en later ook onder andere brood, bier en kaas geproduceerd. Zo is bekend dat de Sumeriërs en Babyloniërs bier dronken rond 6000 voor Christus en de Egyptiërs brood bakten rond 4000 voor Christus. In 1676 ontdekte Antoni van Leeuwenhoek met een simpele microscoop micro-organismen. Echter, pas in de 19e eeuw vond een wetenschappelijke onderbouwing van biotechnologische processen plaats. In 1857 ontdekte Louis Pasteur, ook wel vader van de biotechnologie genoemd, dat micro-organismen de veroorzakers zijn van vergisting van suikers tot alcohol en melkzuur. De fermentatie-industrie deed, door de inmiddels vergaarde kennis, begin 20e eeuw zijn intrede, aanvankelijk met eenvoudige niet-steriele processen, zoals de productie van glycerol, butanol, ethanol, aceton, azijnzuur en later citroenzuur. Zuivering van afvalwater en compostering van vast afval vormden bovendien de grootste fermentatieprocessen in die tijd. Vanaf de jaren veertig konden met behulp van meer geavanceerde technieken een groot aantal antibiotica, zoals penicilline (vanaf de Tweede Wereldoorlog), door middel van fermentatie worden geproduceerd. Het was mogelijk ongewenste micro-organismen van het productieproces uit te sluiten. In 1953 werd de structuur van het DNA-molekuul ontrafeld door James Watson en Francis Crick. Daarna ontwikkelde de biotechnologie zich snel met als belangrijke producten onder andere enzymen en aminozuren. In 1973 werd de recombinant DNA techniek geïntroduceerd en daarmee deed de genetische manipulatie zijn intrede. Vanaf die tijd raakte de biotechnologie in een stroomversnelling onder invloed van een toenemende vraag naar nieuwe producten en onder impuls van wetenschappelijke en technologische ontwikkelingen. In 1980 begon de periode van de nieuwe biotechnologie met de industriële toepassing van twee nieuwe technologieën, recombinant DNA technologie en de hybridoma technologie. Biotechnologie zal zich voorlopig nog zeer snel blijven ontwikkelen. De belangrijkste nieuwe ontwikkelingen doen zich voor op het gebied van nieuwe geneesmiddelen en gentherapie, gezondere voeding, veiliger pesticiden, nieuwe milieuvriendelijke technologieën en nieuwe energiebronnen.

Uiteraard is de snelle groei van biotechnologie af te lezen aan het aantal bedrijven en met name de omzet van deze bedrijven. Het aantal bedrijven in de biotechnologische sector nam vooral sterk toe vanaf 1985 (zie figuur 6).

	tijdsperiode
	aantal startende bedrijven (% van bedrijven in 1990)

	vóór 1970
	4

	1970-1974
	3

	1975-1979
	6

	1980-1984
	14

	1985-1989
	73


Figuur 6:
De startperiode van de in 1990 in Nederland aanwezige bedrijven met 
biotechnologische activiteiten als percentage van het in 1990 aanwezige 
aantal.

De totale omzet van bedrijven die gebruik maken van biotechnologie bedraagt tegenwoordig miljarden guldens en het aandeel biotechnologie in de omzet neemt toe (zie figuur 7 en 8).

	sector
	omzet in 1990
	percentage biotechnologie (%)

	
	(miljard US$)
	1990
	2000

	voedsel/drank
	1.400
	10
	15

	chemie
	525
	2.5
	5

	farmacie
	100
	7
	20


Figuur 7:
De wereldmarkt van verschillende industriële sectoren in 1990 en de 
percentages biotechnologie die daarvoor verantwoordelijk (zullen) zijn.
De omzet van de biotechnologische industrie in Nederland bedraagt 25 à 30% van die van de chemische industrie (44 miljard gulden, 1992). Nederland heeft een aandeel van 7% van de wereldmarkt voor biotechnologie. In 1991 waren er 1100 mensjaren gemoeid met R&D (research and development: onderzoek en ontwikkeling) in de biotechnologische industrie in 

	industriesector
	omzet biotechnologie (miljoen gulden)

	voeding en dranken
	9.500

	fijnchemicaliën
	600

	humane en veterinaire farmaca
	1.000

	apparatuur en instrumentatie
	300

	ingenieursbureaus
	200

	totaal
	11.600


Figuur 8:
Omzet van biotechnologie in de Nederlandse industrie in 1992.
Nederland. Overigens zijn ongeveer 98% van de Nederlandse producten, producten van de traditionele biotechnologie, dus niet gebaseerd op kennis van de nieuwe biotechnologie. De kennis en vaardigheden van de traditionele biotechnologie dragen in zijn totaliteit maar liefst 39 miljard gulden bij aan het nationaal inkomen (1989). 

De groei van de biotechnologische industrie zet zich nog steeds voort, in 1990 werd een groei voorspeld van 50% in 5 jaar tijd en van 100% in 10 jaar tijd.
3. FERMENTATIE
Bij een chemisch proces vinden er bepaalde chemische reacties plaats waarbij uitgangsstoffen (grondstoffen) omgezet worden in producten. Een biotechnologisch proces verschilt van een chemisch proces, omdat (een deel van) deze omzettingen bij een biotechnologisch proces uitgevoerd worden door micro-organismen. Het proces waarin deze microbiële omzettingen plaatsvinden wordt fermentatie genoemd. In hoofdstuk 1 is al aangegeven dat deze manier van produceren in vele bedrijfstakken toegepast wordt. Er zijn dan ook voordelen, maar ook nadelen te noemen van fermentatieprocessen ten opzichte van conventionele chemische processen (zie figuur 9).

	voordelen
	nadelen

	- complexe moleculen zoals eiwitten kunnen niet via chemische processen geproduceerd worden.

- bio-omzettingen hebben vaak hogere rendementen.

- biologische systemen worden uitgevoerd bij lagere temperaturen, mildere pH, zonder organische oplosmiddelen, etc.

- enantiomeren kunnen zonder de andere vorm geproduceerd worden
	- er kan gemakkelijk vervuiling plaatsvinden met andere, ongewilde micro-organismen.

- het gewenste product is gewoonlijk aanwezig in een complex mengsel waardoor veel scheidingprocessen noodzakelijk zijn.

- door relatief lage concentraties is er sprake van grote volumina water.

- bioprocessen zijn relatief traag.


Figuur 9:
Voordelen en nadelen van biotechnologische processen ten opzichte van 


chemische processen.
In dit hoofdstuk wordt verder ingegaan op de micro-organismen die in een fermentatieproces gebruikt kunnen worden en de grondstoffen die zij verbruiken (3.1). Verder zullen in 3.2 de typen producten die geproduceerd worden benoemd worden en de kinetiek. In 3.3 zullen de verschillende fermentatiemethoden bekeken worden en in 3.4 de diverse reactoren. 

3.1 Micro-organismen, groei en grondstoffen
Een micro-organisme kan hier dus beschouwd worden als een kleine chemische reactor. Het  zijn natuurlijk wel levende wezens en dus in staat zichzelf te vermenigvuldigen. De meest gebruikte micro-organismen kunnen  onderverdeeld worden in een aantal groepen (figuur 10).

	groep
	vorm
	grootte ((m)

	bacteriën
	ééncellig, bol- of staafvormig
	0,5 - 3

	gisten
	ééncellig
	2 - 25

	schimmels
	meestal meercellig
	50 - 500 (lengte)

	
	
	5 - 15 (diameter)


Figuur 10:
Eigenschappen van de meest gebruikte groepen micro-organismen.
Naast deze drie groepen kunnen bijvoorbeeld ook plantencellen, dierlijke cellen en algen toegepast worden.

Niet alle micro-organismen hebben zuurstof nodig om te leven. Er is met betrekking tot de zuurstofbehoefte een verdeling in aërobe, facultatief anaërobe en obligaat anaërobe micro-organismen. Aërobe organismen hebben zuurstof nodig om te leven, facultatief anaërobe organismen kunnen met of zonder zuurstof leven en obligaat anaërobe organismen sterven bij blootstelling aan zuurstof.

	chemische element
	voornamelijk voorkomend als:

	C
	koolstofdioxide, organische verbindingen

	H
	water, organische verbindingen

	O
	water, zuurstof

	N
	ammonia, nitraatzouten, organische verbindingen

	P
	fosfaatzouten

	S
	waterstofsulfide, sulfaatzouten, organische verbindingen

	K
	kaliumzouten

	Mg
	magnesiumzouten

	Ca
	calciumzouten

	Na
	natriumzouten

	Fe
	ijzer, organische ijzercomplexen


Figuur 11:
Chemische elementen die nodig zijn voor de opbouw van celmateriaal van


biomassa. Tevens zijn de belangrijkste verbindingen weergegeven, waarin deze 


elementen in de natuur voorkomen.
Naast zuurstof zijn ook de andere uitgangsstoffen voor een biotechnologisch proces afhankelijk van de gebruikte micro-organismen, maar ook van het gewenste product. Over het algemeen zijn de producten koolwaterstoffen met koolstof-, waterstof-, zuurstof- en vaak ook stikstof-, fosfor- en zwavelatomen. Ook micro-organismen bestaan, chemisch beschouwd, voornamelijk uit deze elementen. In figuur 11 zijn de elementen weergegeven, die het meest van belangrijk zijn voor de opbouw van celcomponenten van biomassa. Ook zijn in deze figuur de chemische verbindingen weergegeven, waarin deze elementen in de natuur voornamelijk voorkomen.

In figuur 12 zijn de verbindingen weergegeven, waaruit een (snel groeiende) bacteriecel is samengesteld. Daarnaast zijn de massapercentages van elk van deze verbindingen van een bacteriecel weergegeven en het aantal verschillende vormen van elke verbinding.

	verbinding
	massapercentage
	vormen

	water
	70
	1

	eiwitten
	15
	2000

	RNA
	6
	1000

	diverse koolwaterstoffen
	3
	200

	vetten
	2
	50

	anorganische ionen
	1
	20

	DNA
	1
	1

	aminozuren
	0,4
	100

	nucleotiden
	0,4
	200

	overige kleine moleculen
	0,2
	200


Figuur 12:
De opbouw van een snel groeiende bacteriecel (E. coli).
Uiteraard moeten de in figuur 11 genoemde elementen in de voeding voorkomen. Verder dienen, voor de groei en stofwisseling van de micro-organismen,  vaak een energiebron en enige andere zouten toegevoegd te worden. Aangezien bij de meeste biotechnologische processen aërobe micro-organismen gebruikt worden, is ook de zuurstofvoorziening belangrijk. Een voorbeeld van de samenstelling van een productiemedium:

- oplossing van glucose (C6H12O6): belangrijkste voedingsstof, substraat genoemd, energie-, koolstof- en waterstofbron

- zuurstof (O2): zuurstofbron

- ureum (CO(NH2)2): stikstofbron

- kaliumfosfaat (KH2PO4): zout

- magnesiumsulfaat (MgSO4.7H2O): zout

Micro-organismen gebruiken de voedingsstoffen deels om zich te vermenigvuldigen (groei), om in hun energiebehoefte te voldoen (omzetting) en om de bestaande cel in stand te houden (onderhoud). Het tweede proces, vorming van energie, vindt plaats door bepaalde chemische verbindingen om te zetten in andere verbindingen. Hierbij komt energie vrij voor de micro-organismen, maar dus ook producten die vaak uitgescheiden worden. In de biotechnologie gaat het natuurlijk met name om deze producten (zie 3.2). 

Wat betreft het eerste proces, de groei, geldt dat niet iedere soort micro-organismen de grondstoffen op dezelfde manier omzet verbruikt; de ene soort micro-organismen kan sneller groeien op een bepaalde voedingsstof dan een andere. In figuur 13 is het groeirendement aangegeven van diverse soorten micro-organismen (bacteriën, gisten en schimmels) op diverse voedingsstoffen. Het gaat hierbij om koolstofbronnen, vaak substraat genoemd. Het rendement (Y van yield; de X staat voor micro-organismen, de S voor substraat) is gedefinieerd als het aantal grammen gevormde cellen per het aantal grammen geconsumeerde voedingsstof. Het rendement kan dus hoger dan één zijn, want een micro-organisme consumeert naast de koolstofbron ook andere voedingsstoffen, zoals bijvoorbeeld een zuurstofbron en een stikstofbron. In de laatste kolom is het groeirendement op zuurstof aangegeven (de O staat voor zuurstof).

	naam
	substraat
	YXS (g/g)
	YXO (g/g)

	Aerobacter aerogenes
	maltose
	0,46
	1,50

	idem
	glucose
	0,40
	1,11

	idem
	acetaat
	0,18
	0,31

	Penicillium chrysogenum
	glucose
	0,43
	1,35

	Saccharomyces cerevisiae
	glucose
	0,50
	0,97

	Candida utilis
	glucose
	0,51
	1,32

	idem
	acetaat
	0,36
	0,70

	Methylococcus sp.
	methaan
	1,01
	0,29

	Pseudomonas methanica
	methaan
	0,56
	0,17


Figuur 13:
De groeirendementen van diverse soorten micro-organismen op diverse 
substraten en op zuurstof.
De groei van micro-organismen is behalve van het substraat ook afhankelijk van andere eigenschappen van het medium en milieu waarin deze zich bevinden. De belangrijkste condities waaraan het groeimedium moet voldoen zijn:

- aanwezigheid van een energiebron

- aanwezigheid van voedingsstoffen

- afwezigheid van groeiremmers (toxische stoffen)

- goede fysisch-chemische omstandigheden, zoals bijvoorbeeld temperatuur en pH.

Er kan van uitgegaan worden dat er groei zal optreden, wanneer aan deze voorwaarden is voldaan. Het aantal cellen en daarmee de biomassa neemt in dat geval dus toe. De groei stagneert echter, als één (of meerdere) van de hierboven genoemde condities ontbreekt. Zonder verversing van het medium is een stagnatie van de hoeveelheid biomassa het gevolg, want tijdens zo'n groeiproces is op een gegeven moment geen sprake meer van optimale omstandigheden, met name door het opraken van het substraat en/of opstapeling van allerlei toxische producten. een grafiek waarin de hoeveelheid biomassa (grammen cellen) wordt uitgezet tegen de tijd wordt een groeicurve genoemd. Voor een fermentatie in een afgesloten systeem, waarin na de start van een fermentatie geen stoffen meer worden toe- of afgevoerd, ziet deze curve eruit als in figuur 14. 
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Figuur 14:
Groeicurve: logaritme van de hoeveelheid biomassa als functie van de tijd.
De groeicurve kan in een aantal fasen worden verdeeld. Tijdens de lag fase blijft de hoeveelheid micro-organismen (vrijwel) constant, ze bereiden zich voor op de vermenigvuldiging. In de log of exponentiële fase vindt exponentiële groei plaats, er is nog voldoende substraat aanwezig. Tijdens de afremfase is er een toenemend tekort aan voedingsstoffen, een deel van de micro-organismen sterft daardoor af. In de stationaire fase is het aantal micro-organismen dat afsterft even groot als het aantal dat gevormd wordt. Daarna, in de afnamefase worden de omstandigheden zo ongunstig dat de afsterfsnelheid groter is dan de groeisnelheid.

Als de omstandigheden optimaal zijn, is er dus na vrij korte tijd sprake van toename van de hoeveelheid biomassa. De toename van de biomassa, ofwel groei, in de tijd tijdens de exponentiële fase wordt beschreven met de volgende vergelijking:
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CX = concentratie biomassa [g/l]

CX0 = concentratie biomassa aan het begin van de exponentiële fase [g/l]

( = specifieke groeisnelheid [1/uur]

t = tijd [uur]

De specifieke groeisnelheid ( geeft aan hoe snel een micro-organisme groeit. ( is afhankelijk van het micro-organisme, het type substraat en de concentratie substraat. Wanneer deze drie gegevens bekend zijn, dan kan ( uitgerekend worden met behulp van de Monod vergelijking:
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(2)

( = specifieke groeisnelheid [1/uur]

(max = maximale groeisnelheid [1/uur]

CS = concentratie substraat [g/l]

KS = Monod constante [g/l]

Voor een bekende combinatie van micro-organisme en substraat zijn de maximale groeisnelheid (max en de Monod constante KS bekend. Als de concentratie substraat CS gelijk is aan KS, dan is de specifieke groeisnelheid gelijk aan de helft van de maximale groeisnelheid. In figuur 15 en 16 worden een aantal waarden van KS respectievelijk (max voor diverse micro-organismen gegeven. 

	micro-organisme
	substraat
	KS (mol/m3)

	Escherichia coli
	glucose
	0,00038

	Escherichia coli
	fosfaat
	0,016

	Pseudomonas sp.
	methanol
	0,022

	Aspergillus niger
	glucose
	0,028

	Saccharomyces cerevisiae
	glucose
	0,14


Figuur 15:
Waarden van KS voor diverse combinaties van micro-organisme en substraat.
	micro-organisme
	(max

	Beneckea natriegens
	1,178.10-5

	Methylomonas methanolytica
	0,147.10-5

	Penicillium chrysogenum
	0,033.10-5


Figuur 16:
Waarden van (max voor diverse micro-organismen (substraat niet bekend).
Hierboven is de term rendement, in het Engels yield, ter sprake gekomen. Het rendement geeft bijvoorbeeld aan hoeveel gram van een voedingsstof nodig is om een gram biomassa te produceren. We laten de vorming van een ander product dan biomassa (cellen) nog even buiten beschouwing, dit wordt namelijk in 3.2 behandeld. Er zijn wat betreft microbiële groei een aantal rendementen van belang. Het rendement is telkens gelijk aan de hoeveelheid biomassa die gevormd wordt per hoeveelheid voedingsstof. Vaak is de eenheid van deze rendementen gram biomassa per gram voedingsstof. Zoals al eerder genoemd wordt het rendement met de letter Y aangegeven. YXS is bijvoorbeeld het aantal gram gevormde biomassa per gram substraat (koolstofbron), YXO per gram zuurstof, en YXN per gram stikstofbron. 

Micro-organismen gebruiken het substraat niet uitsluitend voor groei, maar hebben een kleine hoeveelheid nodig om de celstructuur van de al aanwezige cellen in stand te houden. Dit proces wordt onderhoud genoemd, ofwel maintenance in het Engels. Ook voor dit proces kan een soort rendement worden gedefinieerd, namelijk de maintenance coëfficiënt mS. mS is de hoeveelheid (gram) substraat die wordt verbruikt voor het onderhoud van één gram cellen. 

3.2 Producten van micro-organismen
In biotechnologische processen worden de micro-organismen gebruikt om bepaalde nuttige producten te maken. Vaak zijn dat chemische verbindingen die door de micro-organismen geproduceerd worden. Echter, soms zijn we alleen geïnteresseerd in de biomassa zelf. De cellen zijn kunnen dus het gewenste product zijn.

- Cellen.

De micro-organismen produceren dus geen bruikbare producten, maar vermenigvuldigen zich en zijn zelf het product (voorbeeld: bakkersgist).

Het deel van het substraat dat niet gebruikt wordt voor groei en onderhoud, wordt door de micro-organismen verbruikt voor de vorming van andere stoffen. We noemen dit vaak microbiële producten, hoewel de cellen op zich ook producten kunnen zijn. We onderscheiden een aantal producten, die niet de cellen zelf zijn:

- Energiemetabolieten.

Metabolieten zijn producten die worden gevormd bij de energieproductie of stofwisseling van de micro-organismen. Bij de energiehuishouding worden energiemetabolieten  geproduceerd (voorbeelden: ethanol, gluconzuur).

- Primaire metabolieten.

 Bij de groei van micro-organismen bepaalde processen (chemische omzettingen) noodzakelijk. Bij deze processen worden primaire metabolieten gevormd (voorbeelden: aminozuren, citroenzuur).

- Secundaire metabolieten.

Secundaire metabolieten worden niet gevormd bij de celgroei, het zijn vaak stoffen die de overlevingskans van de micro-organismen groter maken (voorbeeld: antibiotica). Welke producten gevormd worden hangt mede af van de hoeveelheid en soort beschikbaar substraat.

- Gemodificeerde verbindingen.

In dit geval modificeren micro-organismen een bepaalde toegediende chemische verbinding (voorbeeld: specifieke omzetting van steroïden).

Net als bij groei en onderhoud van cellen, kunnen we ook bij de vorming van microbiële producten spreken van een rendement. Dit rendement is gelijk aan de hoeveelheid voedingsstof die wordt gebruikt per hoeveelheid product en wordt aangegeven met YPS, YPO, YPN, etc. 

De totale consumptie van voedingsstoffen is dus de som van drie deelprocessen: groei, onderhoud en productvorming. 

3.3 Methoden van fermentatie
Er zijn in principe drie methoden om een fermentatieproces uit te voeren. Deze uitvoeringsvormen zijn batch, fed batch en continu. In 3.4 zal ingegaan worden op de verschillende reactortypen die bij deze methoden gebruikt kunnen worden. Nu worden eerst de drie hierboven genoemde uitvoeringsvormen beschreven.

3.3.1 Batch
Een batch reactor is gewoonlijk een gesloten, goed gemengd vat (zie figuur 10). 
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Figuur 17:
Schematische voorstelling van een batch reactor.

Van de drie hiervoor genoemde methoden wordt in biotechnologische processen het meest gebruik gemaakt van batch processen. Dit geldt met name voor toepassingen wat betreft voedsel, farmacie en landbouw. Een belangrijke reden hiervoor is dat met batch reactoren onder steriele condities gewerkt kan worden. Bovendien wordt veel producten, zoals antibiotica, vaak tijdens pas de stationaire fase van de groei geproduceerd, zodat de biomassa eerst het substraat gebruikt om te groeien en pas bij toenemende schaarste andere producten in grote mate gaat produceren. Bij bijvoorbeeld toepassingen op milieugebied wordt meestal geen batch reactor gebruikt, omdat daarbij geen noodzaak voor steriliteit aanwezig is, en geen metabolieten geproduceerd hoeven te worden.

Een productiecyclus wordt gestart door alle grondstoffen en micro-organismen in de reactor te brengen. Tijdens een productiecyclus, ook wel batch genoemd, worden geen stoffen toe- of afgevoerd, behalve eventueel zuurstof en/of stoffen om de pH aan te passen.

Tijdens een batch proces is, als gevolg van de reacties die plaatsvinden tijdens het proces, sprake van continu veranderende concentraties van de diverse ingrediënten, dus een continu veranderende omgeving.

3.3.2 Fed batch

De fed batch reactor is een variatie op de batch reactor, met als onderscheid dat er bij een fed batch reactor sprake is van een instroom (zie figuur 18). 
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Figuur 18:
Schematische voorstelling van een fed batch reactor.

Zodra het substraat opraakt, wordt een geconcentreerde substraatoplossing gedoseerd aan het fermentatiebeslag toegevoegd. De overige voedingsstoffen zijn wel in overmaat aanwezig in de fermentor vanaf het begin. Deze uitvoeringswijze heeft een aantal voordelen ten opzichte van een gewone batch reactor. Tussen de batches dient de reactor te worden leeggemaakt, schoongemaakt, gesteriliseerd en opnieuw gevuld. De tijd die voor deze handelingen nodig is wordt de "down time" genoemd. Bij een fed batch reactor kan tijdens een productiecyclus meer geproduceerd worden, zodat de down time per hoeveelheid product kleiner is.

Tijdens een fed batch proces is er sprake van een quasi-stationaire toestand. Dit is met name efficiënt voor de productie van secundaire metabolieten, maar bijvoorbeeld bakkersgist wordt ook fed batch geproduceerd. Een fed batch heeft als extra voordeel boven een batch proces dat het beter beheersbaar en regelbaar is.

Naast kinetische redenen zijn er ook andere redenen dat het vaak niet verstandig is om meteen de volledige hoeveelheid voor het proces toe te voegen. Een grote hoeveelheid substraat kan een te hoge viscositeit in de reactor veroorzaken, waardoor het proces verre van optimaal verloopt. Ook kan een te hoge concentratie substraat soms toxisch zijn voor de micro-organismen. Een ander bekend voorbeeld van een fed batch proces is de productie van penicilline.

3.3.3 Continu

Wanneer een fermentatie niet onder steriele condities uitgevoerd hoeft te worden en de kinetiek van het proces dit toelaat, wordt vaak een continue reactor gebruikt. Een steriel continu proces is wel mogelijk, maar is nogal omslachtig. Er is bij een continu proces sprake van een continue aanvoer van voedingsstoffen en een continue afvoer van fermentatiebeslag, dat wil zeggen biomassa en product (zie figuur 12).

De aan- en afvoersnelheid van respectievelijk voedingsstoffen en producten is bepalend voor de concentraties van de ingrediënten in de fermentor. Na een startperiode stabiliseren de concentraties (gram/liter) zich en is het fermentatiebeslag constant van samenstelling. De aanvoer van substraat (gram/uur) moet dus gelijk zijn aan het verbruik plus de afvoer van substraat. Ook is de productie van biomassa gelijk aan de afvoer van biomassa. Dit geldt ook voor de gemaakte microbiële producten.

Bij een te hoge doorstroomsnelheid kan zich echter geen evenwicht instellen, de concentraties van biomassa en product nemen af tot ze uiteindelijk vrijwel nul worden. De doorstroomsnelheid D, ook verdunningssnelheid genoemd, is zeer belangrijk voor de procesomstandigheden. D is gelijk aan de instroom (liter/uur), ook wel debiet genoemd, gedeeld door het volume van de fermentor (liter) en geeft aan hoeveel keer per uur de inhoud van de fermentor gemiddeld “vervangen” wordt. De inverse van de verdunningssnelheid (1/D) is de gemiddelde verblijftijd in de fermentor. 
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Figuur 19:
Schematische voorstelling van een continue  reactor.

Door juiste keuze van het debiet kan de productie geoptimaliseerd worden. Een groot voordeel van een continue reactor is, dat er sprake is van een stationaire toestand (steady state in het Engels), het volume van het fermentatiebeslag en de concentraties van alle componenten zijn constant. Wanneer de stationaire toestand na een opstartfase bereikt is, biedt een dit een aantal belangrijke voordelen ten opzichte van een (fed) batch reactor. Het proces is namelijk gemakkelijk te regelen en in de hand te houden. Via eenvoudige regelsystemen zijn kleine afwijkingen in procesparameters, zoals bijvoorbeeld concentraties en pH, snel te signaleren en aan te passen. Hiermee samenhangend is zo'n proces veel minder arbeidsintensief dan een batch proces. Ook al omdat er geen sprake is van het geregeld legen, schoonmaken en vullen van de reactor. Slechts periodiek reinigen en onderhoud plegen is nodig, waardoor er een hoge bezettingsgraad is, dus weinig "down time". Door de relatief lage verblijfstijd en/of concentratie van producten is er minder kans op problemen met bijvoorbeeld hoge viscositeit, met name bij hoog-visceuze producten als suikerderivaten. Continue reactoren worden in de biotechnologie relatief weinig toegepast, omdat (fed) batch processen in de vaak kleinschalige biotechnologische productie belangrijke voordelen hebben. In figuur 20 worden deze voordelen nog eens op een rijtje gezet.

	Voordelen (fed) batch t.o.v. continu

	- producten zijn vaak in slechts kleine hoeveelheden nodig.

- de markt kan intermitterend zijn (bijv. seizoensinvloeden).

- veel producten zijn beperkt houdbaar.

- een hoge productconcentratie in het fermentatiebeslag is nodig om de downstream

   processen te optimaliseren.

- sommige metabolieten worden slechts geproduceerd in de stationaire groeifase.

- door de instabiliteit van sommige soorten micro-organismen moeten zij geregeld

  vervangen worden.

- continue processen kunnen vele technische problemen opleveren.


Figuur 20:
Overzicht van de voordelen van (fed) batch processen ten opzichte van 
continue processen in de biotechnologie.

Voorbeelden van continue processen zijn aërobe afvalwaterzuivering en de productie van single cell proteins en ethanol. Bij complexere processen, zoals meerstapsreacties, is de toepassing van continue reactoren lastiger en wordt vaker gekozen voor een (fed) batch reactor. Een voorbeeld van een meerstapsreactie is de productie van penicilline. De eerste stap bestaat uit het opkweken van de micro-organismen, waarna in de tweede stap deze micro-organismen aangezet worden tot het produceren van penicilline.

3.4 Soorten fermentoren
Er zijn diverse reactortypen om een fermentatie op één van de in 4.5 beschreven methoden, namelijk batch, fed batch of continu, uit te voeren. Sommige reactors zijn speciaal gericht op één van de drie methoden, terwijl andere volgens alle drie de methoden bedreven kunnen worden. Bovendien is het voor de keuze van een fermentor ook belangrijk of de fermentatie onder aseptische (steriele) condities uitgevoerd moet worden of dat dit niet nodig is. De laatste veertig jaar is er globaal gesproken niet veel veranderd aan de bestaande fermentortypen. De laatste tijd zijn er wat meer ontwikkelingen op dit gebied, waardoor een fermentor wat meer aangepast kan worden aan de specifieke eigenschappen van een fermentatie. Hieronder volgt een beschrijving van een aantal, voor biotechnologische processen belangrijke, reactortypen.

3.4.1 CSTR

De oudste en nog steeds meest gebruikte bioreactor is de continu geroerde tank reactor, afgekort CSTR (continuously stirred tank reactor). In figuur 21 is een continue laboratorium-fermentatie-opstelling weergegeven met daarin een CSTR en ook met de behorende minimale upstream en downstream apparaten.
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Figuur 21:
Schematische voorstelling van een laboratorium-fermentatie-opstelling.

Een CSTR is een cilindrisch vat met vaak een aantal schotten (baffles) tegen de wand en een roerder (turbine) langs de verticale as. In aërobe processen wordt lucht ingeblazen door een sproeier op de bodem. De roerder zorgt voor mengen van het fermentatiebeslag en voor de zuurstofoverdracht. Dit leidt tot de gewenste homogene condities in het vat. Omdat er sprake is van een zeer goede menging, wordt meestal aangenomen dat de samenstelling van de uitstroom gelijk zijn aan die in het vat. De lucht wordt onderin de fermentor ingebracht en via een sproeier verdeeld. Er zijn verschillende typen sproeiers, een belangrijk type lijkt op een douchekop en een ander veel toegepast type is een ring met daarin veel gaatjes. 

De CSTR is met name geschikt voor visceuze fermentatiebeslagen en wanneer een hoge zuurstofoverdrachtssnelheid nodig is. Door de rigoureuze menging is een CSTR minder geschikt voor cellen die gevoelig zijn voor afschuifspanningen, die inherent zijn aan de relatief grote druk- en snelheidsgradiënten in een CSTR. Bovendien komt door het stevige roeren vrij veel warmte vrij, waardoor een goede warmteafvoer, vaak via een koelmantel noodzakelijk is.  

Een veel gebruikte variatie op de CSTR is de "multi stage CSTR" (zie figuur 22). Om een betere menging te verkrijgen worden er meerdere roerders aan de roeras bevestigd. Iedere roerder kan beschouwd worden als een aparte mengstap.
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Figuur 22:
Schematische voorstelling van een multi stage CSTR met drie compartimenten.

De CSTR wordt veelvuldig toegepast als fermentor en kan gebruikt worden als batch, fed batch of continue reactor.

3.4.2 Bellenkolom

Een bellenkolom (bubble column) is ook een cilindrisch vat, vaak wat breder aan de bovenkant om schuimvorming tegen te gaan (zie figuur 23). 

Een bellenkolom bevat geen roerder. De menging vindt plaats oor middel van recirculatie. De lucht wordt via een sproeier aan de bodem ingebracht, waarbij het uiteraard belangrijk is dat de bellen klein zijn (groter oppervlak voor zuurstofoverdracht). De menging vindt via de opstijgende luchtbellen plaats.

Bellenkolommen worden vaak gebruikt voor fermentaties met cellen die gevoelig zijn voor grote afschuifspanningen en ook voor grote volumina. Ze zijn goedkoper dan CSTR's, vanwege de afwezigheid van menging door een roerder.
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Figuur 23:
Schematische voorstelling van een bellenkolom.

Een bellenkolom kan, net als de hierna beschreven airlift reactor, in principe als batch, als fed batch of als continue reactor gebruikt worden.

3.4.3 Airlift reactor

Een airlift reactor (zie figuur 24) is vergelijkbaar met een bellenkolom. Echter, om een betere vloeistofmenging te krijgen, is er een interne of externe recirculatieruimte  (zie figuur 16), waardoor het fermentatiebeslag rondstroomt. Deze stroming wordt veroorzaakt door dichtheidsverschillen. De vloeistof in de ruimte waarin luchtbellen omhoog stromen heeft een lagere dichtheid dan de vloeistof in de ruimte waarin slechts vloeistof aanwezig is. Door de afwezigheid van een mechanische menger is er, net als bij de bellenkolom, sprake van lage afschuifspanningen in de reactor.

Airlift reactors kunnen zowel batch, fed batch als continu bedreven worden.
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Figuur 24:
Schematische voorstelling van airlift reactor met een interne 
recirculatieruimte. De pijlen in de reactor geven de stroomrichting van de 
vloeistof aan.
Een variatie op de airlift reactor is de "pumped tower loop reactor". In de recirculatieruimte is een pomp ingebouwd, waardoor ook visceuze fermentatiebeslagen rond kunnen stromen. In vergelijking met een CSTR is er sprake van een uniform stromingspatroon (minder rigoureuze menging), wat voor sommige fermentaties (bijv. de productie van de zoetstof xanthaan) wenselijk is.

3.4.4 Plug flow reactor

Een plug flow (pijpstroom) reactor is een vaak smalle (horizontale) buis, waardoor het reactiemengsel stroomt. Er vindt (vrijwel) geen menging plaats, zodat er een uniforme verblijftijd is. In feite kan een plug flow reactor beschouwd worden als een aaneenschakeling (cascade) van oneindig veel CSTR's. Een plug flow reactor kan alleen continu bedreven worden en is zeer geschikt voor fermentaties waarin alle deeltjes een vastgestelde, constante tijd in de fermentor moeten verblijven.

3.4.5 Reactor met geïmmobiliseerde cellen

Biotechnologische reacties worden niet alleen door micro-organismen uitgevoerd, want soms worden enzymen toegepast om bepaalde reacties te laten verlopen. Dit worden dan ook enzymatische reacties genoemd. Deze enzymen zijn ten opzichte van micro-organismen relatief eenvoudige chemische verbindingen (eiwitten) en zijn dus veel kleiner. Omdat de enzymen moeilijk teruggewonnen kunnen worden, moet ervoor gezorgd worden dat ze in de reactor blijven en er niet uitstromen met de rest van het fermentatiebeslag. Wanneer een fermentatie met micro-organismen wordt uitgevoerd is het vaak ook beter en soms zelfs noodzakelijk om deze in de reactor (fermentor) te houden. Dit laatste is bijvoorbeeld het geval bij genetisch gemanipuleerde micro-organismen; deze mogen de fermentor niet verlaten. Wanneer het wenselijk is om de micro-organismen of enzymen in de reactor te houden, kunnen deze geïmmobiliseerd worden, dat wil zeggen bevestigd aan een vaste drager. De binding aan de drager (immobilisatie) kan op verscheidene manieren gebeuren, maar immobilisatie berust altijd op chemische of fysische binding. De micro-organismen worden dus als gevolg van chemische of fysische krachten aan een bepaalde drager gebonden. De drager is meestal aanwezig in de vorm van deeltjes, die groot genoeg zijn om de reactor niet met de uitgaande stroom te verlaten, en kunnen van diverse materialen gemaakt zijn. Een aantal belangrijke vormen van immobilisatie zijn:

- Adsorptie. 

De micro-organismen (of enzymen) zijn via electrostatische krachten polair gebonden aan tegengesteld geladen deeltjes (chemisch).

- Covalente binding.

De (apolaire) binding komt tot stand door van der Waalskrachten (chemisch).

- Insluiten in membranen.

De organismen zitten “gevangen” in of tussen membranen (fysisch).

- Crosslinken.

Bij deze vorm van immobilisatie is in feite geen sprake van een vaste drager, maar worden de organismen door toevoeging van bepaalde verbindingen aan elkaar verbonden (gecrosslinkt), waarbij de toegevoegde verbindingen bruggen vormen tussen de organismen (chemisch).  

- Invangen in matrices (“entrapment”).

De dragers bestaan uit poreuze deeltjes (matrices), waarbij de organismen in de open kanalen van de deeltjes worden vastgehouden (fysisch).

Uiteraard is immobilisatie niet zinvol indien het product intracellulair is, dat wil zeggen als het product niet vanzelf uitgescheiden wordt door de micro-organismen (zie 4.1 en 4.2). 

Er bestaat geen speciale immobilisatiereactor, geïmmobiliseerde cellen kunnen in meerdere soorten reactoren gebruikt worden.

3.5 Opschalen
Fermentatieprocessen worden normaal gesproken ontwikkeld (opgeschaald) in een stuk of drie stappen. 
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Figuur 25:
Opschalen in drie stappen.
Voordat een fermentatie plaats kan vinden moeten natuurlijk de juiste micro-organismen geselecteerd en opgekweekt worden. Ook genetische manipulatie kan hierbij een rol spelen. Tijdens de eerste fermentatiestap wordt de fermentatie uitgevoerd met relatief eenvoudige microbiële technieken waarbij als “apparatuur” petrischaaltjes en klein glaswerk als erlenmeyers gebruikt worden als fermentoren. Indien deze fermentaties succesvol zijn, kan de tweede stap plaatsvinden. Deze stap vindt plaats in fermentoren van zo’n 5 à 200 liter in glazen of metalen fermentoren. Tijdens deze stap, vaak pilot plant genoemd, worden de optimale fermentatiecondities bepaald, zoals temperatuur, pH, zuurstoftoevoer en voedingsconcentraties. Afhankelijk van de uiteindelijke gewenste schaalgrootte van het proces kan daarna nog een dergelijk stap volgen maar dan met een groter volume. Als laatste stap worden de resultaten getest en toegepast op de uiteindelijk productieschaal. De grootte van de productiefermentoren hangt vooral af van de vraag naar het te produceren product. Fermentoren van enige honderden kubieke meters (honderdduizenden liters) zijn geen uitzondering.

Deze stapsgewijze schaalvergroting is noodzakelijk, omdat er bij een andere schaal andere deelprocessen in het fermentatieproces belangrijker kunnen zijn dan andere. De deelprocessen die de snelheid van een productieproces bepalen worden de limiterend factoren hieronder genoemd.

- zuurstofoverdracht van de lucht naar het fermentatiebeslag

- menging van het fermentatiebeslag

- verblijftijd van het gas

- uitputting van zuurstof in de lucht

- zuurstofverbruik

- substraatverbruik

- groei van de micro-organismen

- warmteproductie

- warmtetransport

4. OPWERKING
4.1 Inleiding
Het produceren van producten door micro-organismen staat centraal in de biotechnologie. Het product wordt geproduceerd in een gecompliceerd en vaak verdund fermentatiebeslag. Na de fermentatie dient het product uit dit mengsel geïsoleerd, dus geconcentreerd en gezuiverd, te worden. Dit deel van het proces wordt opwerking (in het Engels: downstream processing) genoemd. De bijdrage van opwerking aan de kostprijs van een product bedraagt in het algemeen 20 tot zelfs 70%, dus is het een zeer belangrijk aspect van een biotechnologisch proces en de moeite waard om enige aandacht aan te schenken. Voor bakkersgist geldt een aandeel in de totale kosten van 20%, voor penicilline 20-30% en voor bepaalde (farmaceutische) enzymen 60-70%. Bij de fabriek die het biotechnologische bedrijf Eli Lilly in gebruik nam om menselijk insuline via een biotechnologische proces te maken, hielden 90% van de 200 stafleden zich bezig met opwerking.
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Figuur 26:
Globaal overzicht van de concentratie van een biotechnologisch product in het fermentatiebeslag uitgezet tegen de verkoopprijs (water is gegeven als referentie)
Overigens is in de biotechnologische productie sprake van een steeds sterkere integratie van fermentatie en opwerking. Bij het onderzoeken van een nieuw productieproces wordt niet alleen de fermentatiestap geoptimaliseerd, maar hangen keuzes over een bepaalde productiemethode ook sterk af de mogelijkheden die opwerking al dan niet biedt om het fermentatieproduct goed, snel en/of goedkoop op te zuiveren. De kosten van opwerking hangen bijvoorbeeld sterk af van de concentratie product in het fermentatiebeslag. Figuur 26 geeft hier een illustratie van; in deze figuur staat namelijk deze initiële productconcentratie uit tegen de verkoopprijs van biotechnologische producten.

Opwerking bestaat meestal uit meerdere opwerkingsstappen. Voor elk product is de keten van opwerkingsprocessen anders en afhankelijk van een aantal factoren, te weten:

- Concentratie product in het fermentatiebeslag.

Deze concentratie varieert van minder dan 10-6 tot meer dan 102 kg/m3.

- Keuze van de grondstoffen, met name wat betreft zuiverheid.

Het kan vaak beter zijn te kiezen voor een zuiverdere, dus duurdere, grondstof.

Sommige verontreinigingen kunnen namelijk slechts met veel geld en moeite verwijderd worden tijdens de volgende opwerkingsstappen.

- Intra- of extracellulair product.

Het product wordt gevormd in een micro-organisme. Het kan na vorming binnen het organisme blijven (intracellulair product) of worden uitgescheiden door het organisme (extracellulair product). In het eerste geval dienen de cellen (celwanden) kapot gemaakt te worden om het product vrij te maken.

- Fysische en chemische eigenschappen van het product.

Voor de keuze van de opwerkingsstappen zijn de fysische en chemische eigenschappen zoals vorm, molecuulgewicht, ladingsverdeling, stabiliteit en chemische en biologische affiniteit, van groot belang.

- Eisen aan zuiverheid, houdbaarheid en stabiliteit van het product.

- Marktwaarde van het product.

Voor de keuze van bepaalde opwerkingsstappen kan de marktwaarde van het product een rol spelen. Bovendien bepaald de marktwaarde of een bepaald productieproces wel of niet rendabel is.

- Procesintegratie.

Er kan, ook tijdens opwerking, gekozen worden voor batch processen of continue processen. Het is belangrijk de opwerkingsstappen zo te kiezen dat de productiecyclus een goed geïntegreerd en efficiënt geheel is.

- Mogelijkheid tot opschalen.

Wanneer daar de noodzaak voor aanwezig is, dienen de opwerkingsstappen gemakkelijk op te schalen te zijn.

Rekening houdend met deze factoren kunnen biotechnologische productieprocessen opgedeeld worden in een aantal sectoren (zie figuur 27).

	kenmerk
	type productieproces (sector)

	
	I
	II
	III

	volumina
	(zeer) groot

106 - 109 kg/jaar
	klein

103 - 105 kg/jaar
	zeer klein

0.1 - 10 kg/jaar

	type organisme
	vrijwel geen rDNA
	grotendeels rDNA
	uitsluitend rDNA

	zuiverheid
	relatief laag
	(zeer) hoog
	zeer hoog

	rendement
	(zeer) hoog
	minder belangrijk
	ondergeschikt

	type markt
	industrieel
	farmaceutisch
	speciale producten


Figuur 27:
Kenmerken van de diverse typen productieprocessen
De overeenkomst van de figuren 26 en 27 is duidelijk, want bij de producten die op grote schaal geproduceerd worden (bulkproducten, sector I in figuur 27) is de concentratie product in het fermentatiebeslag hoog en hoeft de zuiverheid niet zo hoog te zijn. Hierdoor is verkoopprijs relatief laag. Voorbeelden van deze biotechnologische producten zijn ethanol en citroenzuur. Voor bijvoorbeeld farmaceutische enzymen geldt het tegenovergestelde. De opwerking van een biotechnologisch product kan in een aantal fasen worden verdeeld die na elkaar worden uitgevoerd. Deze opwerkingsfasen zijn ook weergegeven in figuur 28, waar voor elke fase de meest gebruikelijke opwerkingsstappen (processen) zijn genoemd. Allereerst vindt voorbehandeling van het fermentatiebeslag plaats. Als het product bijvoorbeeld intracellulair is, dienen de celwanden gebroken te worden (celdisruptie). Bij extracellulaire producten is dit uiteraard niet nodig. Na de voorbehandeling wordt, vaak door middel van filtratie of centrifugatie, de vaste stof van de vloeistof gescheiden. Dit houdt in dat de cellen en celresten (celdebris) worden afgescheiden van de vloeibare fase, die het product bevat. Na deze scheiding wordt het product geconcentreerd, waarbij een groot deel van de, meestal waterige, vloeistof wordt afgescheiden. Deze fase vertoont veel overeenkomsten met de fase van vast-vloeistof scheiding. Vervolgens wordt het product gezuiverd en als laatste vindt, indien gewenst, formulatie plaats. 

	voorbehandeling
	vast-vloeistof scheiding
	concentratie
	zuivering
	formulatie

	pasteurisatie

sterilisatie

verwarmen

koelen

flocculatie

pH-aanpassing

celdisruptie
	filtratie

centrifugatie

decanteren

sedimentatie
	indampen

filtratie

extractie

precipitatie

kristallisatie
	kristallisatie

ionenwisseling

adsorptie

chromatografie
	sproeidrogen

vriesdrogen

tabletvorming

coating


Figuur 28:
Overzicht van de diverse opwerkingsfasen en bijbehorende processen.
Zoals in figuur 28 te zien is, zijn er een groot aantal chemische en fysische processen die bij de opwerking, met name concentratie en zuivering van het product, gebruikt kunnen worden. Deze grote verscheidenheid aan opwerkingsprocessen is noodzakelijk vanwege de vaak lastige scheidingen, doordat er in het fermentatiebeslag veel verbindingen aanwezig zijn die sterk op het product lijken bijvoorbeeld wat betreft grootte, oppervlaktelading, dichtheid of oplosbaarheid. In figuur 29 zijn een aantal van de scheidingsprincipes van een aantal van de in figuur 28 gegeven scheidingsprocessen weergegeven. Bovendien is voor elk proces aangegeven in welk gebied qua deeltjesgrootte het proces toegepast dient te worden.

	opwerkingsproces
	scheidingsprincipe
	deeltjesgrootte ((m)

	filtratie
	filtratie
	grootte
	10 - 1000

	
	microfiltratie
	grootte
	0,03 - 5

	
	ultrafiltratie
	grootte
	0,002 - 3

	centrifugatie
	centrifugatie
	dichtheid
	0,05 - 80

	
	ultracentrifugatie
	
	0,003 - 1

	sedimentatie
	
	dichtheid
	> 0,3

	extractie
	
	oplosbaarheid
	0,001 - 1

	chromatografie
	gel chromatografie
	grootte
	0,005 - 30

	
	ionenwisseling
	oppervlaktelading
	0,0008 - 3


Figuur 29:
Overzicht van de diverse opwerkingsfasen en bijbehorende processen.
Sommige van de opwerkingsprocessen worden al lang gebruikt (bijvoorbeeld precipitatie, extractie en filtratie), andere zijn nog in ontwikkeling (bijvoorbeeld diverse chromatografische technieken). De nadruk bij de ontwikkeling van nieuwe processen ligt op een hoge efficiëntie. Vaak wordt dit gebruikt door verregaande integratie van de opeenvolgende opwerkingsprocessen. Ook is het, vooral uit oogpunt van milieu, belangrijk dat er zo weinig mogelijk hulpstoffen worden verbruikt.

Hierna zullen een aantal belangrijke opwerkingsmethoden besproken worden, ondergebracht in de hoofdstukken celdisruptie (4.2), vast-vloeistof scheiding (4.3), concentratie van het product (4.4) en zuivering van het product (4.5).

4.2 Celdisruptie
Indien het te verkrijgen product intracellulair is, dat wil zeggen dat het na de vorming in een micro-organisme niet wordt uitgescheiden maar in de cel aanwezig blijft, dient de cel kapot gemaakt te worden om het product in oplossing te krijgen. Dit breken van de cel, vooral de celwand, wordt celdisruptie genoemd.

Celdisruptie kan op mechanische en op niet-mechanische wijze uitgevoerd worden. Voor wat betreft mechanische methoden zijn er twee belangrijke apparaten, namelijk de homogenisator en de kogelmolen. 

De homogenisator is eigenlijk een hoge druk plunjerpomp met een snel bewegende cilinder, waarbij de suspensie door een instelbare spleet wordt geperst. De druk bedraagt maximaal zo’n 800 à 1200 bar, afhankelijk van het type en de concentratie micro-organisme. Lokaal kunnen zeer hoge drukken in de homogenisator ontstaan, waardoor de celwanden door vloeistof-afschuifkrachten van de vloeistof worden gebroken.

De kogelmolen bestaat uit een horizontale of verticale cilindrische ruimte. In die ruimte bevindt zich een draaiende roeras met daaraan een aantal schijven die de suspensie door de cilinder voortstuwen. De cilinder is voor zo'n 70 à 85% gevuld met kogels met een diameter van 0,3 à 0,6 mm, die de celwanden van de micro-organismen door vaste-stof-afschuifkrachten kapot maken.

Niet-mechanische celdisruptie kan op een aantal manieren plaatsvinden. Bij een hitteschok worden het fermentatiebeslag plotseling aan een hoge temperatuur blootgesteld, waardoor de celwanden breken. Ook het toevoegen van een oppervlakte actieve stof of een oplosmiddel (bijvoorbeeld octanol) heeft hetzelfde effect. Een iets elegantere methode is het toedienen van enzymen die de celwand afbreken, zoals lysozymen en glucanose.

De keuze voor de methode van celdisruptie hangt af van de schaal van de productie, de procesvoering (batch of continu), de toegevoegde waarde van het product en de weerstand van het product tegen afschuifkrachten. Indien het product een hoge toegevoegde waarde heeft en niet in bulk (grote hoeveelheden) geproduceerd wordt, kan men kiezen voor de dure enzymatische celdisruptie. Indien men een product maakt, dat niet bestand is tegen afschuifkrachten kan gekozen worden voor chemisch/fysische (niet-mechanische) celdisruptie. Indien er een verhittingsstap nodig is, dient het product uiteraard wel hittebestendig te zijn. Wanneer een product op relatief grote schaal geproduceerd wordt en bestand is tegen afschuifkrachten, dan ligt continue mechanisch celdisruptie voor de hand. Bij grote schaal productie (tot enkele kubieke meters) wordt de homogenisator gebruikt en op kleinere schaal (tot enkele tientallen liters) de kogelmolen.

 In het geval van een intracellulair product kan natuurlijk pas na het breken van de cellen begonnen worden met de verdere zuivering van het gewenste product. Indien het product extracellulair in het fermentatiebeslag aanwezig is, hoeven de cellen natuurlijk niet gebroken te worden. 

4.3 Vast-vloeistof scheiding
In het geval van extracellulaire producten dienen de micro-organismen afgescheiden te worden en bij intracellulaire producten dienen na celdisruptie de celresten (het celdebris) afgescheiden te worden. In beide gevallen is dus sprake van vast-vloeistof scheiding. Belangrijk bij dit type scheiding is de grootte en/of dichtheid van de vaste deeltjes. In figuur 30 is een overzicht gegeven van de grootte van diverse cellen en van celdebris. 

	Type deeltje
	afmeting ((m)

	bacterie
	0,5 - 3,0

	schimmel
	lengte
	50 - 500

	
	diameter
	5 - 15

	gist
	2 - 25

	plantecel
	> 100

	dierlijke cel
	40 - 100

	celdebris
	0,1 - 3

	sporen
	0,1 - 1


Figuur 30:
Afmeting van diverse cellen en van celdebris.
De dichtheid van droge biomassa is ongeveer 1300 à 1400 kg/m3 en de dichtheid van het fermentatiebeslag is ongeveer 1060 à 1080 kg/m3. 

De belangrijkste methoden voor vast-vloeistof scheiding zijn filtratie, scheiding op basis van grootte, en centrifugatie, scheiding op basis van dichtheid.

Bij filtratie vindt scheiding plaats op basis van deeltjesgrootte. Om de cellen of het celdebris van het vloeibare, product bevattende, deel van het fermentatiebeslag te scheiden, dient dus een filter met een zodanige poriegrootte gekozen te worden, dat slechts de cellen en het debris worden tegengehouden. In figuur 29 zijn drie filtratiemethoden genoemd, die zich vooral onderscheiden wat betreft de poriegrootte van de filters die hierbij gebruikt worden. Afgezien van de poriegrootte wordt verreweg het meest van koekfiltratie gebruik gemaakt. Het filter wordt hierbij loodrecht aangestroomd en er vormt zich een filterkoek op het filter (zie figuur 31), waardoor de effectieve poriegrootte vermindert en de selectiviteit van het filter groter wordt. Bij crossflow filtratie wordt het filter min of meer van de zijkant aangestroomd, waardoor er zich niet of nauwelijks een koek vormt (zie figuur 31). Crossflow filtratie levert gewoonlijk slechts een beperkte mate van indikking op, maar kan wel continu bedreven worden.

Met name bij koekfiltratie is het noodzakelijk het filter regelmatig schoon te maken of te vervangen. Voor het filtermedium worden onder andere geperforeerde metalen platen, geweven doek, papier, glaswol, keramische materialen en synthetische vezels gebruikt. 
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Figuur 31:
Koekfiltratie (links) en crossflow filtratie (rechts).Het filtermateriaal wordt voorgesteld door de balkjes met daartussen de filterporiën. De deeltjes worden uiteraard omgeven door de vloeistof waar ze in zitten. De pijlen zijn de  aanstroomrichtingen van beide filters. 
Een belangrijke filtertype, vooral voor gisten en schimmels, is het vacuüm filter. Deze bestaat uit een om een horizontale as draaiende trommel met een geperforeerde buitenzijde waarover een filterdoek is gespannen. De trommel bevat secties die onder vacuüm staan en draait door een bak met daarin de te filtreren suspensie. Gedurende de onderdompeling vormen de cellen een koek aan de buitenkant van de trommel. Deze koek wordt tijdens het draaien gewassen en daarna van de trommel geschraapt. Dit filtratieproces wordt dus continu bedreven. Door het drukverschil dat veroorzaakt wordt door het creëren van een vacuüm vindt een hoge mate van indikking plaats.

Een filterpers bestaat uit een aantal rechthoekige geperforeerde platen, waarover filterdoek is gespannen, die samen compartimenten vormen. De compartimenten worden om en om gevuld met het fermentatiebeslag. Door een druk aan te leggen verdwijnt het filtraat door de platen naar de niet-gevulde compartimenten, waar het afgevoerd wordt. Met een filterpers wordt een relatief hoge opbrengst en een droge koek verkregen. De filterpers is wel relatief duur en kan alleen als batch proces toegepast worden.

Sedimentatie en centrifugatie zijn gebaseerd op scheiding door verschil in dichtheid. Bij sedimentatie is de drijvende kracht de zwaartekracht, bij centrifugatie is dit de centrifugaalkracht, die vele malen groter kan zijn dan de zwaartekracht. De voordelen van centrifuges zijn de mogelijkheid tot continue procesvoering en de relatief kleine verblijftijd. Centrifuges zijn wel relatief duur in aanschaf en onderhoud in vergelijking met filtratie-apparatuur.

De kamercentrifuge bestaat uit één of meer verticale kamers, waarin de deeltjes ten opzichte van de vloeistof (centrifugaat) richting buitenzijde bewegen. Naar de buitenkant toe neemt de centrifugaalkracht toe, zodat de kleinste deeltjes in de buitenste kamers terechtkomen. De kamercentrifuge dient na iedere batch handmatig gereinigd te worden.

De schotelcentrifuge wordt het meest toegepast in de biotechnologie. De schotels in dit type centrifuge worden gevormd door (een groot aantal) platen die onder een hoek van zo'n 40 à 50 parallel naast elkaar staan. De suspensie beweegt omhoog langs de schotels. Het centrifugaat verlaat de centrifuge aan de bovenzijde, terwijl de vaste deeltjes omlaag stromen, zich afscheiden tegen de buitenste wand en vervolgens aan de onderzijde de centrifuge verlaten.

Een volledig ander type centrifuge is de decanteercentrifuge die vooral gebruikt wordt om geconcentreerde suspensies verder te concentreren. De centrifuge bestaat uit een horizontaal, conusvormig vat, waarin een schroef iets sneller dan het vat roteert. Deeltjes die zich afzetten tegen de wand worden afgeschraapt en naar de uitgang getransporteerd. Het centrifugaat verlaat de centrifuge aan de andere zijde. De invoer bevindt zich ongeveer in het midden van de centrifuge.

Een fermentatiemengsel bevat vaak veel relatief kleine deeltjes. Om de filtreerbaarheid van zo'n mengsel te vergroten kan voor filtratie een hulpstof, een zogenaamd "filter aid", worden toegevoegd, zodat de koek sterker en poreuzer wordt. Ook kan een zogenaamde flocculant toegevoegd worden, die ervoor zorgt dat (kleine) deeltjes samenklonteren (flocculeren) tot grotere, beter te filtreren en te centrifugeren, deeltjes.

De keuze tussen een filtratie- op centrifugestap is meestal moeilijk, omdat vaak beide methoden geschikt zijn. De factoren waarvan de keuze afhangt, zijn dan meestal de kosten, de bekendheid met de techniek of een onberedeneerbare voorkeur. Door milieu-eisen zal het in de toekomst niet langer mogelijk zijn om biomassa te lozen of te storten, maar moet het verbrand worden. De voorkeur verschuift dan naar een (uitgeperste) filterkoek, die immers een lager droge-stof gehalte heeft dan een centrifuge-concentraat. De kosten van verbranding van biomassa nemen namelijk sterk toe met naarmate het droge-stof gehalte toeneemt. Echter, indien men het scheidingsproces absoluut steriel dient uit te voeren ligt de keuze voor een steriliseerbare gesloten centrifuge voor de hand.

4.4 Concentratie van het product
Na het afscheiden van de cellen en het celdebris resteert een waterige oplossing met daarin het product. Vanwege het grote volume dat het water inneemt en vanwege de kosten die dit met zich meebrengt (grote apparaten en tanks) is de volgende stap het afscheiden van een zo groot mogelijk deel van dit water, dus concentreren van het product. Zo wordt een sterke volumereductie bereikt. Er zijn een aantal methoden om het product te concentreren, de belangrijkste zijn verdamping, membraanscheiding, vloeistof-vloeistof extractie en kristallisatie.

Verdamping is een eenvoudig proces, waarbij echter veel energie nodig is. Dit proces kan alleen toegepast worden als het product bestand is tegen hoge temperaturen. Een verdamper bestaat uit een aantal delen. In een warmtewisselaar wordt, via stoom, warmte aan de oplossing toegevoerd. Hierdoor verdampt een deel van het water van de oplossing. In de volgende stap wordt de damp gescheiden van het niet-verdampte deel van de oplossing (concentraat). De damp wordt gecondenseerd in een condensor.

Membraanprocessen worden, met name gedurende de laatste tien jaar, steeds meer gebruikt in de biotechnologie om waterige oplossingen te concentreren. In feite is een membraanproces hetzelfde als filtratie. De voeding wordt namelijk langs een membraan gepompt. Sommige componenten, zoals (uiteraard) water en zouten zijn klein genoeg om door het membraan te gaan, terwijl andere componenten hiervoor te groot zijn. Het is natuurlijk de bedoeling dat het product niet door het membraan gaat.

Het is dus belangrijk om een membraan (filter) te kiezen met de juiste poriegrootte. Membranen kunnen onderverdeeld worden naar soort drijvende kracht en naar poriegrootte van het filter (zie de figuren 32 en 33). De drijvende kracht zorgt ervoor dat de scheiding plaatsvindt. Overigens zijn de grenzen wat betreft poriegrootte niet zo strikt als aangegeven in figuur 33. Bovendien heeft een filter geen poriën die allemaal even groot zijn, maar is er sprake van poriegrootteverdeling.

	Drijvende kracht
	Type membraanproces

	hydrostatische druk
	microfiltratie

	
	ultrafiltratie

	
	hyperfiltratie

	electrisch veld
	electrodialyse

	concentratie
	dialyse


Figuur 32:
Membraanprocessen ingedeeld naar drijvende kracht.
	Type membraanproces
	Poriegrootte ((m)

	gasscheiding
	<0.0001

	hyperfiltratie
	0,0001 - 0,001

	ultrafiltratie
	0,001 - 0,02

	microfiltratie
	0,02 - 10


Figuur 33:
Indeling van membraanprocessen naar poriegrootte.
Bij de meeste membraanprocessen vindt de scheiding plaats op basis van hydrostatische druk. Hydrostatische druk wordt veroorzaakt doordat er een laag water (eigenlijk: oplossing) op een filter staat. Dit water oefent als gevolg van de zwaartekracht een druk uit die ervoor zorgt dat de vloeistof die direct op het filter door de poriën gedrukt wordt. De filters die verreweg het meest gebruikt worden zijn micro- en ultrafilters. Bij microfiltratie wordt de poriegrootte uitgedrukt in µm en bij ultrafiltratie gewoonlijk in MWCO (molecular weight cut off). De waarde van MWCO (in Daltons of g/mol) geeft aan waar de grens ligt van de moleculen die wel of niet door het filter kunnen. Er is een groot aantal verschillende filters verkrijgbaar met een brede variatie in poriegrootte.  

Vloeistof-vloeistof extractie wordt veel toegepast in de biotechnologie en dan met name in het geval van vetoplosbare metabolieten. Net als kristallisatie wordt vloeistof-vloeistof extractie, behalve als concentratiestap, ook wel toegepast als zuiveringsstap. Een nadeel, zowel van extractie als van kristallisatie, is dat er stoffen toegevoegd dienen te worden, respectievelijk een oplosmiddel en een zout. Het basisprincipe van vloeistof-vloeistof extractie is dat aan de waterige oplossing met het product een niet-mengbaar organisch oplosmiddel wordt toegevoegd. De opgeloste stof, dus ook het product, verspreid zich over beide fasen. De verhouding van de concentratie product in de organische fase en de concentratie in de waterige fase wordt de verdelingscoëfficiënt genoemd. Het is natuurlijk het gunstigst als deze juist voor het product zeer groot is en voor de afvalstoffen (bijproducten) laag. Dat houdt in dat het product voornamelijk naar de organische fase gaat en de overige moleculen vooral naar de waterfase. Vaak wordt tijdens één extractiestap niet voldoende product overgedragen aan de organische fase, zodat meestal gekozen wordt voor meerdere extractiestappen in serie.

Naast extractie met een organisch oplosmiddel kan ook waterige twee-fasen extractie toegepast worden. Veel biomoleculen, met name grote moleculen zoals eiwitten, “overleven” niet in een organisch oplosmiddel, omdat ze daarin denatureren of zelfs afgebroken of omgezet worden. Een oplossing hiervoor is het toepassen van waterige twee-fasen systemen. Deze extractiesystemen bevatten slechts water als oplosmiddel en water staat bekend als een vrij mild oplosmiddel voor biomoleculen. De systemen kunnen op een aantal manieren worden gevormd. De eerste manier is door twee verschillende polymeren (bijvoorbeeld polyethyleen glycol en dextraan) op te lossen in water. Boven bepaalde concentraties van deze polymeren vindt ontmenging plaats en worden er twee aparte waterige fasen gevormd, namelijk één met voornamelijk polyethyleen glycol en één met vooral dextraan. Een tweede manier om een waterig twee-fasen systeem te vormen is door een polymeer (polyethyleen glycol) en een zout (bijvoorbeeld ammoniumsulfaat of kaliumfosfaat) op te lossen in water. Ook in dit systeem vindt ontmenging plaats in twee waterige vloeistoffasen, één met vooral polymeer en één met vooral zout. Net als bij een extractiesysteem met een organisch oplosmiddel heeft een biomolecuul een bepaalde voorkeur voor één van de twee vloeistoffasen en dus een verdelingscoëfficiënt.

Voor de concentratie van eiwitten is kristallisatie een zeer populaire opwerkingsstap. Eiwitten hebben van nature een negatieve oppervlaktelading. Door deze lading bevindt zich om een eiwitmolecuul een dunne laag positief geladen ionen. Daaromheen zit weer een laag met wat meer negatief geladen ionen. Samen vormen deze lagen rondom een molecuul de zogenaamde electrische dubbellaag. Wanneer eiwitmoleculen in de buurt van elkaar komen, oefenen ze bepaalde krachten op elkaar uit. De dubbellaag zorgt voor afstoting, terwijl zogenaamde van der Waalskrachten aantrekking veroorzaken. Door toevoeging van zouten of organische oplosmiddelen wordt de electrische dubbellaag "ingedrukt", zodat de aantrekkende krachten gaan overheersen. Hierdoor klonteren de eiwitmoleculen samen tot grotere deeltjes (kristallisatie) en slaan vervolgens neer. Na kristallisatie kunnen de vaste deeltjes afgescheiden worden van de vloeistof, bijvoorbeeld via filtratie.

De keuze voor een concentratiestap hangt sterk af van de moleculaire eigenschappen van het product. Bij een product dat (zeer) goed oplosbaar is in een (andere) organische fase, kan men kiezen voor vloeistof-vloeistof extractie. Indien een product, vanwege zijn afmetingen, gemakkelijk af te scheiden is met membranen, dan kiest men bijvoorbeeld voor membraanscheiding. Wanneer het product een eiwit is, kiest men vaak voor kristallisatie en soms voor waterige twee-fasen extractie. In andere gevallen kan men kiezen voor het dure proces van verdamping, maar dan moet het product wel hittebestendig zijn.

4.5 Zuivering van het product
Zuivering is de laatste opwerkingsstap van de opwerking, want formulatie (persen tot pillen, maken van capsules, etcetera) is in feite geen opwerkingsstap. Afhankelijk van de gewenste zuiverheid is zuivering van het product gewoonlijk behoorlijk duur. Bovendien is de opbrengst van deze stap relatief laag, er gaat nogal wat product verloren.

De belangrijkste zuiveringsprocessen zijn sorptieprocessen. Bij sorptieprocessen wordt gebruikt gemaakt van binding aan een vaste drager (adsorptie), oftewel de verdeling van de opgeloste componenten van de te zuiveren oplossing tussen een vaste stof en een vloeistof. Componenten die sterker gebonden worden aan de vaste stof hebben een lagere doorloopsnelheid, dus grotere verblijftijd in een sorptiekolom (zie verder) dan componenten die minder sterk gebonden worden.

Er zijn twee typen sorptieprocessen, namelijk adsorptie en chromatografie. Beide processen zijn gebaseerd op ongeveer hetzelfde principe. Bij adsorptie is de scheiding gebaseerd op de voorkeursconcentratie van verschillende componenten aan de vaste stof, bij chromatografie wordt de scheiding veroorzaakt door verschillen tussen de componenten in affiniteit of interactie met de vaste fase.

De mechanismen van sorptieprocessen kunnen verdeeld worden in vijf categorieën. Hieronder worden deze vijf categorieën, zowel voor kleine als voor grote moleculen, beschreven. 

De vijf categorieën sorptieprocessen zijn gebaseerd op scheiding door verschil in:

- Grootte.

Kleine moleculen gaan de poriën in van de vaste-stof matrices die het sorptiebed vormen. Grotere moleculen kunnen dit niet en hebben dus een hogere doorloopsnelheid in de sorptiekolom. Gelpermeatie of gelfiltratie is gebaseerd op dit fenomeen. 

- Van der Waals krachten.

Van der Waals krachten zijn zwakke apolaire krachten. Deze krachten bestaan tussen alle moleculen

- Polaire krachten.

De scheiding vindt plaats door verschillen tussen de componenten in ladingsverdeling. 

- Ionaire krachten.

Moleculen met een bepaalde netto lading (eiwitten hebben over het algemeen een netto negatieve lading) worden, in meerdere of mindere mate, gebonden aan een vaste stof met een tegengestelde oppervlaktelading.

- ffiniteit.

Specifieke binding is gebaseerd op verschil in vorm van de moleculen. De gevormde bindingen zijn daarom vergelijkbaar met enzymbindingen.

De vaste stof in een sorptiekolom wordt sorptiemateriaal (ook wel: sorptiemedium of immobiele fase) genoemd. Er zijn drie typen sorptiematerialen: Anorganische, organische en composiet sorptiematerialen. 

Anorganische sorptiematerialen (bijvoorbeeld silica, actieve kool) zijn star en stabiel en verkrijgbaar in diverse vormen en grootten. Ze hebben echter een lage selectiviteit, zijn moeilijk te regenereren en slechts gedurende een beperkte tijd te gebruiken. Ze worden vooral gebruikt voor ontkleuring en voor verwijdering van kleine moleculen. 

Organische, polymere sorptiematerialen (bijvoorbeeld dextraan, polystyreen) hebben een hogere selectiviteit en worden in een breed scala aan toepassingen gebruikt. Een belangrijke toepassing is de zuivering van antibiotica. Voor processen op grote schaal zijn ze echter mechanisch niet sterk genoeg. 

Composiet sorptiematerialen (bijvoorbeeld silica/dextran) zijn samengesteld uit anorganische en organische materialen en combineren de voordelen van deze beide materialen. De poriën van een anorganisch dragermateriaal zijn bedekt met een dunne laag organisch materiaal. Composiet sorptiemateriaal wordt gebruikt voor de zuivering van eiwitten.

Voor sorptieprocessen wordt meestal gebruik gemaakt van een gepakt bed. Een kolom is daartoe gevuld met sorptiemateriaal en de voeding wordt aan de bovenzijde ingevoerd. Door de zwaartekracht stroomt de oplossing langzaam naar beneden, terwijl onderweg de verschillende componenten meer of minder aan de vaste stof worden gebonden. Hierdoor bewegen sommige componenten sneller door de kolom dan andere (zie figuur 31). Wanneer de kolom verzadigd is, dient deze uitgespoeld (geëlueerd) te worden met zogenaamd eluens, zodat de componenten apart kunnen worden opgevangen. 

Het is, voor een goede scheiding, belangrijk dat de resolutie, ook wel scheidend vermogen genoemd, van een kolom groot is. De resolutie is de mate van scheiding van de verschillende componenten door de kolom.

In figuur 34 zijn een aantal gegevens van de belangrijkste chromatografietechnieken weergegeven.

	Chromatografie-methode
	Scheidings-criterium
	resolutie
	capaciteit
	belangrijke parameters

	gelpermeatie
	deeltjesgrootte
	matig
	matig
	kolomlengte

	ionenwisseling
	lading
	laag / matig
	zeer hoog
	pH, ionsterkte

	affiniteit
	biospecifieke interactie
	zeer hoog
	hoog
	ligand, eluens

	hydrofoob
	hydrofobiciteit
	hoog
	hoog
	polariteit, ionsterkte

	HPLC
	hydrofobiciteit
	zeer hoog
	hoog
	polariteit, ionsterkte


Figuur 34:
Diverse gegevens van de belangrijkste chromatografietechnieken.
Voor de juiste keuze van een zuiveringsstap zijn natuurlijke de moleculaire eigenschappen van het product en de verontreinigende chemische verbindingen (bijproducten en hulpstoffen) van groot belang. Een zuiveringsstap wordt geselecteerd op de mogelijkheid om zo veel mogelijk onzuiverheden te verwijderen tegen zo gering mogelijke kosten. Tevens speelt de hoeveelheid product die verloren gaat een grote rol.

5. VOEDINGSMIDDELEN
5.1 Inleiding
Voedselproductie vormt wereldwijd de grootste industrie. In ontwikkelde landen besteden mensen namelijk zo’n 20 à 30% van hun uitgaven aan voedsel. De eerste toepassingen van biotechnologie kwamen dan ook tot stand in de voedselsector, namelijk de productie van eenvoudige fermentatieproducten zoals wijn en brood (zie hoofdstuk 2). De voedselsector omvat tegenwoordig 90% van de biotechnologische omzet en is zeer gevarieerd, want het omvat kleine schaal producenten als bakkers, maar ook grote industriële bedrijven zoals Unilever en Heineken. De voedselindustrie verschilt wezenlijk van bijvoorbeeld farmaceutische industrie (zie hoofdstuk 6), omdat het accent met name ligt op de productiekosten en marketing en minder op (nieuwe) technologie. Onderzoek en ontwikkeling bedragen gewoonlijk minder dan 1% van de totale omzet. Marktonderzoek is veel belangrijker omdat de meeste voedingsmiddelen en dranken een relatief lage prijs hebben en in grote hoeveelheden worden geproduceerd. In de voedingssector zijn slechts enige producten met een wat hogere toegevoegde waarde, vooral voedingsadditieven zoals organische zuren (citroenzuur, azijnzuur, melkzuur) en aminozuren en nog minder producten met een hoge waarde (smaak- en zoetstoffen). Het is wel zo dat er trend is naar het steeds meer toepassen van genetisch gemodificeerde micro-organismen, bijvoorbeeld om de kwaliteit van het product te verhogen of het productieproces te verbeteren.

	Alcoholische dranken
	bier
	wijn
	sterke drank

	Voedsel en ingrediënten
	kaas

zuurkool

augurken

koffie

brood

melkzuur

vitaminen
	sojasaus

zoetstoffen

thee

enzymen

azijn

aminozuren
	yoghurt

tofu

champignons

cacao

citroenzuur

smaakstoffen


Figuur 35:
Belangrijke producten van de biotechnologische voedingsindustrie.
De voedselverwerkingsindustrie is de schakel tussen de producenten van grondstoffen (zoals boeren) en de consument. De meeste voedingsmiddelen dienen namelijk bepaalde bewerkingen te ondergaan voordat ze geschikt of aantrekkelijk zijn voor consumptie. Een aantal belangrijke biotechnologische voedingsmiddelen en -ingrediënten zijn weergegeven in figuur 35. In de paragraven 5.2 tot en met 5.8 zullen deze producten nader besproken worden en met name de productie ervan.

5.2 Alcoholische dranken

De grondstoffen voor alcoholische dranken fruitsap bevatten suiker (fruitsap, honing) en/of zetmeel (granen). Indien alleen zetmeelhoudende grondstoffen gebruikt worden, moet het zetmeel eerst omgezet worden in suiker voor de fermentatie. De suikers worden tijdens de fermentatie omgezet in alcohol en de oplossing die resteert kan tot ongeveer 20% alcohol bevatten. Voor een hoger alcoholpercentage moet de oplossing daarna gedestilleerd worden, waardoor sterke drank gemaakt kan worden. Om aan te geven dat een grote verscheidenheid aan grondstoffen gebruikt kan worden, worden in figuur 36 een aantal van dranken genoemd met daarbij de substraten.

	Drank
	substraat

	bier
	gerst en andere granen

	wijn
	druiven(sap)

	cider
	appel(sap)

	whiskey
	gerst

	wodka
	aardappelen, rogge en tarwe

	bourbon
	maïs en rogge

	rum
	suikerstroop

	tequila
	agave

	sake
	rijst

	perenbrandewijn
	peren

	slivovitz
	pruimen


Figuur 36:
Alcoholische dranken met daarbij de substraten voor de fermentatie.
Het meest gebruikte micro-organisme voor deze dranken is de gist Saccharomyces cerevisiae. Natuurlijk zet dit organisme suikers om in alcohol en heeft het een hoge tolerantie voor alcohol.

Per jaar wordt er ongeveer 1010 liter wijn geproduceerd, waarvan meer dan de helft in Frankrijk, Italië en Duitsland. Bij rode wijn worden blauwe druiven inclusief schil gefermenteerd en witte ontstaat door blauwe druiven zonder schil of witte druiven te fermenteren. Zoete wijn bevat nog een hoeveelheid suiker, terwijl bij droge wijn de suiker geheel is verbruikt. Aan de fijngestampte druiven wordt in de fermentor vaak zwaveldioxide toegevoegd om andere aanwezige micro-organismen uit te schakelen. De gewenste wijn bepaalt de fermentatiecondities zoals tijd en temperatuur. Na de fermentatie wordt de fermentor in vaten geleegd. Daarin vindt precipitatie van deeltjes plaats en vinden diverse chemische reacties plaats. Vaak vindt in deze vaten ook nagisting plaats. Het eindelijke alcoholpercentage van wijn ligt tussen de 10 en 16%. Aan wijnen als sherry, port en vermouth wordt na de fermentatie extra alcohol toegevoegd tot een eindgehalte van zo’n 20%.

Bier brouwen bestaat uit een aantal stappen. Voordat de gerst de fermentor ingaat, wordt het eerst in water gedrenkt, waarna de temperatuur een aantal malen gedurende bepaalde tijden wordt gevarieerd. Hierdoor vinden diverse chemische reacties plaats. Het ontstane mengsel wordt, vaak met hop, aan de fermentor gevoed. Donkere bieren zoals de Britse ale en stout worden gemaakt met behulp van de gist Saccharomyces cerevisiae bij 20 tot 28°C, terwijl pils wordt geproduceerd met behulp van de gist Saccharomyces uvarum bij 10 tot 15°C. Na de fermentatie vindt lagering (opslag) plaats in vaten. Het uiteindelijke alcoholpercentage is gewoonlijk 4 tot 9%. Per jaar wordt meer dan 7.1010 liter bier geproduceerd. Aziatische bieren worden overigens vaak van rijst gemaakt.

5.3 Koffie, thee en cacao
Ook koffie, thee en cacao worden op grote schaal geproduceerd. Bij thee worden theebladeren geplet, waardoor enzymatische reacties plaatsvinden. In het geval van koffie of cacao worden de pulp die om de bonen zit deels verwijderd door een smaakbepalend natuurlijk fermentatieproces door bacteriën, gisten en schimmels. De exacte fermentatieprocessen die bij deze drie producten plaatsvinden zijn nog niet geheel bekend.

5.4 Melkproducten
Melkproducten vormen ongeveer 10% van de totale wereldmarkt voor gefermenteerd voedsel. Melkzuurbacteriën zetten lactose in melk om in melkzuur en zorgen zo voor de vorming van specifieke producten zoals boter, kaas of yoghurt. Door additie van andere verbindingen aan het fermentatiebeslag en door de fermentatiecondities in te stellen, kunnen vele verschillende producten worden gevormd.

Kaas wordt gemaakt door caseïne (een eiwit in melk) en vet te concentreren (6 à 12 maal) en de rest (wei) af te scheiden. Door selectie van de juiste micro-organismen en beïnvloeden van de fermentatiecondities kan een bepaalde soort kaas gemaakt. Er zijn naar schatting zo’n 1000 verschillende soorten kaas en de wereldmarkt voor kaas bedraagt meer dan 40 miljard gulden. Figuur 37 geeft de onderverdeling aan van de verschillende typen kaas.

	Mate van rijping
	Karakteristieken
	Voorbeelden

	Ongerijpte kaas
	laag vetgehalte
	
	hüttenkäse

	
	hoog vetgehalte
	
	roomkaas

	Gerijpte kaas
	harde kaas
	gerijpt door bacteriën
	Cheddar,

Zwitserse kaas

	
	
	gerijpt door schimmels
	Roquefort, blauwschimmelkaas

	
	zachte kaas
	gerijpt door bacteriën
	Limburger

	
	
	gerijpt door schimmels
	Camembert


Figuur 37:
Onderverdeling van de verschillende typen kaas en enkele voorbeelden.
5.5 Groente en peulvruchten
Fruit en groenten kunnen worden bewaard door er zout en zuur aan toe te voegen, bijvoorbeeld zuurkool, augurken en olijven. Het zuur (melkzuur) wordt hierbij geproduceerd door melkzuurbacteriën. Zuurkool wordt gemaakt door aan fijngesneden kool zout toe te voegen. Dit gebeurt anaëroob, dus zonder aanwezigheid van zuurstof. De melkzuurbacteriën vermenigvuldigen zich snel en gaan melkzuur produceren. Hierdoor bereikt de pH een lage waarde zodat andere micro-organismen (die rotting veroorzaken) niet kunnen groeien. Dit proces werd in Duitsland al zeker vanaf 800 voor Christus toegepast. Augurken en olijven worden op een vergelijkbare manier verwerkt.

Fermentatie van sojabonen wordt met name in Azië veelvuldig toegepast bij de productie van tofu en sojasaus. In Indonesië werken alleen al 250.000 mensen aan de productie van tofu. In Japan gebruikt men per hoofd van de bevolking ruim 10 liter sojasaus per jaar.

5.6 Graanproducten
Over de hele wereld wordt graan verbouwd en is het een zeer prominente voedingsbron. Brood wordt gemaakt door graan te fermenteren en is het belangrijkste graanproduct. Het wordt gemaakt door tarwe en rogge te mengen met water of melk, zout, suiker en granen en met de gist Saccharomyces Cerevisiae. Dit deeg rijst tijdens de fermentatie door de vorming van kooldioxide. Het uitzetten van het deeg wordt veroorzaakt door het elastische eiwit gluten, dat er daardoor ook voor zorgt dat het brood zijn vorm behoudt tijdens het bakken in de oven na de fermentatie. Het bakken is geen onderdeel van de fermentatie, maar dient juist om de micro-organismen te doden en ook om de houdbaarheid van het brood te verlengen.

5.7 Zoetstoffen
Tot de jaren zeventig werden als zoetstoffen hoofdzakelijk biet- en rietsuiker en sucrose gebruikt. In de jaren zeventig zorgde enzymtechnologie voor een nieuwe klasse van zoetstoffen, zoals fructosestroop, afgeleid van zetmeel. Ook het chemisch geproduceerde sacharine was jaren een veelgebruikte zoetstof, maar werd verdrongen door andere, natuurlijke, weinig calorieën bevattende zoetstoffen. Op biotechnologische wijze wordt tegenwoordig op grote schaal aspartaam geproduceerd dat veelvuldig wordt toegepast in caloriearme frisdrank, want ook het product met de merknaam Nutra-Sweet is aspartaam. De zoetste bekende verbinding in thaumatine, een eiwit dat gewonnen wordt uit bessen van een bepaalde plant. Er wordt gepoogd om ook deze zoetstof op biotechnologische manier te bereiden. In figuur 38 staan een aantal zoetstoffen en hun relatieve zoetheid, waarbij de zoetheid van sucrose gedefinieerd is als één. Behalve in frisdranken worden caloriearme zoetstoffen ook toegepast in andere zogenaamde “light” producten als jam, snoepgoed, ijs, brood, enzovoorts. 

	zoetstof
	relatieve zoetheid

	sucrose
	1.0

	fructosestroop (55% in water)
	1.4

	cyclamaat
	50

	aspartaam
	150

	sacharine
	300

	thaumatine
	3000


Figuur 38:
Een aantal zoetstoffen en hun relatieve zoetheid.
5.8 Overige voedingsstoffen en -additieven
In deze paragraaf worden een aantal andere voedingsstoffen en met name -additieven genoemd.

- Wijnazijn

Wijnazijn is een oplossing van tenminste 4% azijnzuur in water en bevat daarnaast nog wat andere verbindingen. Het wordt gewoonlijk gemaakt van wijn of cider met Acetobacter bacteriën. Wijnazijn wordt gebruikt als smaakmaker en in sausen zoals ketchup.

- Enzymen

De laatste jaren neemt de toepassing van enzymen in voeding sterk toe. Behalve de microbiële enzymen die automatisch aanwezig zijn bij fermentatieprocessen worden extra enzymen toegevoegd voor de fermentatie. Deze extra enzymen dienen om het productieproces te verbeteren of versnellen, maar kunnen ook gebruikt worden om andere, nieuwe producten te maken. Ook aan producten worden vaak enzymen toegevoegd, vooral in wasmiddelen worden enzymen op grote schaal toegepast om vuil (eiwitten, vetten en koolhydraten) af te breken.

- Organische zuren

Per jaar wordt meer dan 100 miljoen kilo citroenzuur fermentatief gemaakt met behulp van de schimmel Aspergillus niger. Citroenzuur wordt toegepast als smaakversterker en conserveermiddel in bijvoorbeeld fruitdranken, snoepgoed, jam en geconserveerd fruit. Melkzuur wordt zowel geproduceerd via fermentatie (40%) als via chemische synthese (60%) en wordt gebruikt als zuurteregelaar.

- Aminozuren en vitamines

Aminozuren worden gebruikt als smaakstof, smaakversterker of voedzaam additief en worden in een hoeveelheid van 600 miljoen kilo per jaar geproduceerd. Vitamines dienen als gezond additief, maar vitamine C is daarnaast een gewoon voedingsingrediënt waarvan jaarlijks 40 miljoen kilo wordt geproduceerd.

6. FARMACEUTISCHE PRODUCTEN
6.1 Inleiding
Toepassing van biotechnologie voor het bereiden van farmaceutische producten is, ten opzichte van voedingsmiddelen, relatief nieuw. Pas in de twintigste eeuw werd begonnen met de productie van farmaceutische producten. Naast een verbeterde hygiëne verhoogde, door toepassing van vooral antibiotica en vaccines, de gemiddelde levensverwachting in geïndustrialiseerde landen de laatste 150 jaar van 35 tot bijna 80 jaar. Tegenwoordig zijn infectieziektes niet meer de grootste levensbedreiging, maar vooral chronische ziektes als kanker en hart- en vaatziekten. Met name van de moderne biotechnologie wordt verwacht dat deze een belangrijke rol zal spelen in het voorkomen en behandelen van deze ziektes. De toepassing van recombinant DNA technologie wordt nu al toegepast voor de productie van diverse geneesmiddelen, vaccins en diagnostica. De totale omzet van de farmaceutische markt, inclusief niet-biotechnologische farmacie, bedraagt inmiddels ongeveer 400 miljard gulden. Wat betreft de biotechnologische farmacie wordt ook van recente toepassingen als gentherapie en DNA probes wordt veel verwacht. In de rest van dit hoofdstuk zal nader ingegaan worden op een aantal producten van de biotechnologische farmaceutische industrie.

6.2 Geneesmiddelen

Onder geneesmiddelen worden hier, naast de middelen om ziektes te genezen, ook producten verstaan die essentiële lichaamsfuncties reguleren, zoals hormonen en bloedeiwitten.

De bekendste geneesmiddelen zijn antibiotica, stoffen die micro-organismen uitschakelen. Ze worden gebruikt om infecties en tumoren te bestrijden, maar ook als conserveringsmiddel voor voedsel. Een aantal min of meer bekende antibiotica zijn weergegeven in figuur 39 samen met hun toepassing en met het micro-organisme dat gebruikt wordt om ze door middel van fermentatie te maken.

Het eerste antibioticum dat gebruikt werd, is het bekende penicilline, dat in de Tweede Wereldoorlog voor het eerste op grote schaal werd toegepast. Nu zijn er zo’n 5000 antibiotica bekend, waarvan er ongeveer 50 op grote schaal geproduceerd worden en bedraagt de omzet van antibiotica zo’n 20 miljard gulden per jaar. Naast penicilline is ook cefalosporine een antibioticum met een zeer grote omzet. De huidige processen zijn behoorlijk efficiënt en maken gebruik van ongemodificeerde micro-organismen. De fermentaties worden aëroob en batchgewijs uitgevoerd in CSTR’s (zie hoofdstuk 3). De kosten voor opwerking van antibiotica bedragen ongeveer de helft van de totale kosten. Sinds enige jaren wordt ook de toepassing van recombinant DNA voor de productie van antibiotica belangrijker, met name om de productiviteit verder te verhogen en om nieuwe antibiotica te kunnen produceren.

	Antibioticum
	Producerend micro-organisme
	Werking

	Bleomycine
	Streptomyces sp.
	Kankerbestrijding

	Cefalosporine
	Acremonium sp.
	Antibacterieel

	Natamycine
	Streptomyces sp.
	Conserveermiddel

	Penicilline G
	Penicillum sp.
	Antibacterieel

	Stroptomycine
	Streptomyces sp.
	Antibacterieel

	Tetracycline
	Streptomyces sp.
	Antibacterieel, Antiamoeben


Figuur 39:
Enige antibiotica inclusief hun werking en het producerend micro-organisme.
Naast antibiotica zijn de meeste geneesmiddelen eiwitten. Menselijke eiwitten kunnen worden gewonnen uit menselijke bron, bijvoorbeeld hormonen en andere eiwitten uit menselijk bloed albumine en stollingsfactoren). Vaak kunnen eiwitten ook gewonnen worden uit dieren, maar deze eiwitten zijn vaak verschillend van menselijke eiwitten. Doordat het winnen, omzetten en zuiveren van eiwitten voor toepassing als geneesmiddel of anderszins uit mensen of dieren onmogelijk is of zeer duur, wordt de toepassing van recombinant DNA technieken en biotechnologische productie met behulp van fermentatie al ruim vijftien jaar gebruikt op industriële schaal.

In 1981 werd de verkoop van het hormoon insuline dat geproduceerd is door genetisch gemanipuleerde micro-organismen goedgekeurd door de FDA (Food and Drug Administration). Sinds 1982 is recombinant insuline op de markt en na die tijd volgden meer eiwitten die met behulp van recombinant DNA werden geproduceerd. Nu zijn er enige tientallen op de markt waarvan er een aantal zijn weergegeven in figuur 40.

De investeringskosten voor de ontwikkeling van deze eiwitten zijn enorm, maar zodra het product is goedgekeurd wordt dit ruimschoots terugverdiend vanwege de zeer hoge winstmarges in combinatie met een redelijk grote potentiële markt van soms enige honderden miljoenen guldens voor een dergelijk eiwit. Echter, de markt is kleiner dan die van de antibiotica en bovendien is het nadeel van eiwitten dat ze onstabieler zijn dan de veel kleinere antibiotica. Bovendien is de opwerking complexer en neemt daardoor zo’n 70% of zelfs meer van de totale kosten voor haar rekening. Dit verklaart de veel hogere prijs van deze eiwitten dan van antibiotica.

	Eiwit
	Merknaam
	Producent
	Jaar

	insuline
	Humulin
	Eli Lilly
	1982

	menselijk groeihormoon
	Protropin
	Genentech
	1985

	anti-T-cel (antilichaam)
	Orthoclone OKT3
	Burroughs Wellcome
	1986

	interferon
	Intron A
	Schering-Plough
	1986

	hepatitis-B vaccin
	Recombivax HB
	Merck
	1986

	anti-bloedstollings-eiwit
	Activase
	Genentech
	1987

	erythropoietine
	Epogen
	Amgen
	1989


Figuur 40:
Enkele goedgekeurde farmaceutische eiwitten die door middel van recombinant DNA technologie zijn geproduceerd met het jaar van goedkeuring.
6.3 Vaccins
Vaccins zijn preventieve middelen en dienen er voor om te beschermen tegen ziekten. Dat dit effectief is blijkt er wel uit dat ze onze gemiddelde levensverwachting naar schatting verlengd hebben met 15 jaar. Vaccins worden tegenwoordig gebruikt ter voorkoming van ziektes als difterie, tetanus, polio, mazelen, rode hond, hepatitis (geelzucht) en malaria. Het is dan ook een miljardenindustrie geworden, met als kenmerken hoge kosten (en dus prijzen) en relatief kleine hoeveelheden. Conventionele vaccins worden gemaakt van dode of sterk verzwakte ziekteverwekkers als virussen die telkens uit mensen of dieren worden gewonnen. De cellen komen in het bloed waar het lichaam reageert op de lichaamsvreemde cellen door op grote schaal antilichamen te maken. Het kweken van deze cellen met het doel om ze antilichamen te laten produceren is niet erg succesvol gebleken, vanwege het afsterven van de micro-organismen en de te lage productie van antilichamen door de cellen. Bovendien produceren de cellen vaak mengsels (polyclonale antilichamen).

Vaccins die gemaakt zijn via biotechnologische weg (fermentatie) zijn niet de complete cellen, maar eiwitten die er ook voor kunnen zorgen dat antilichamen tegen de betreffende ziekte worden gemaakt. Een ander voordeel van deze synthetische vaccins is dat ze stabieler zijn dan complete cellen. Ook kunnen antilichamen op biotechnologische wijze worden gemaakt. Dit kan door de micro-organismen te stabiliseren zodat ze niet afsterven en dezelfde antilichamen blijven produceren (monoclonale antilichamen, Engels: monoclonal antibodies; MABs). Behalve voor bovenstaande traditionele ziektes zijn diverse synthetische vaccins ontwikkeld of in ontwikkeling tegen kanker, AIDS, griep, geslachtsziektes en ook als middel voor sterilisatie van mensen. MABs worden tegenwoordig op grote schaal gebruikt in de diagnostiek om ziektes op te sporen en voor zwangerschapstest. Ook kunnen ze ingezet worden om tumoren te bestrijden. De groei van deze antilichamen is zeer groot en het is gegroeid van een miljoenenindustrie in de jaren tachtig tot een miljardenindustrie nu. MABs worden op commerciële schaal geproduceerd in fermentors waarvan de ordegrootte van het volume 100 liter is.

6.4 Diagnostiek
In de diagnostiek worden MABs veel gebruikt om ziekteverwekkers (antigenen) op te sporen. Ze kunnen onder andere gemaakt worden voor het opsporen van infectueuze verbindingen, virussen, hormonen en chemicaliën in het algemeen, maar ook voor het bepalen van hoeveelheden witte bloedlichamen. Er zijn honderden MAB systemen op de markt om deze tests uit te voeren, een aantal toepassingen zijn gegeven in figuur 41. Voor het bepalen van de grootte van tumoren worden radioactief gelabelde MABs gebruikt.

	Toepassing
	Producenten

	zwangerschapstest
	Abbott; Hybritech; Monoclonal Antibodies

	lymfocyten, leucocyten
	Johnson & Johnson

	hepatitis
	Centocor

	groeihormoon
	Hybritech

	ziekte van Hodgkins
	Albrecht Univ.; FRG

	salmonella
	Immunocell

	geslachtsziekten
	Genetic Systems

	radioactief MABs
	Nuclear & Genetic Technology

	menselijke eiwitten (Ig’s, etc.)
	Serotex


Figuur 41:
Een aantal diagnostische toepassingen van monoclonale antilichamen en producenten van deze systemen.
Genetische ziektes kunnen worden opgespoord met behulp van DNA probes. Er zijn meer dan drieduizend erfelijke ziektes bekend en hoewel velen daarvan nogal zeldzaam zijn, vormen deze ziektes ongeveer 10% van alle ziektes. In een aantal gevallen is de basenvolgorde van het gen dat de ziekte veroorzaakt bekend en het is dan mogelijk een DNA probe te maken die dit (zieke) gen op kan sporen. Een DNA probe is een stukje nucleïnezuur van ongeveer 20 basenparen lengte en bevat een radioactief label (vaak fosfor 32). Als deze probe op het gen van iemands DNA past, dan hecht dat zich daaraan en kan door middel van autoradiografie aangetoond worden. In plaats van een radioactief label kan ook biotine gebruikt worden dat door middel van een kleurreactie aan te tonen is. De methode van DNA probes kan vooral nuttig zijn voor het vroegtijdig opsporen en behandelen van erfelijke ziektes.

6.5 Gentherapie

Gentherapie is een behandelingsmethode die nog in zijn kinderschoenen staat. Het kan hoogstwaarschijnlijk in de (nabije) toekomst gebruikt gaan worden om ziektes te behandelen door in het erfelijk materiaal in te grijpen. Er kan een onderscheid gemaakt worden tussen drie verschillende methodes:

- Veranderen van bestaand genetisch materiaal.

- Verwijderen van genetisch materiaal.

- Toevoegen van genetisch materiaal.

Deze methodes kunnen allen op twee typen cellen worden toegepast, namelijk somatische cellen en geslachtscellen. Somatische cellen zijn alle andere cellen dan geslachtscellen. In het geval van geslachtscellen is gentherapie nogal controversieel, omdat de veranderingen die zijn aangebracht in het genetisch materiaal worden overgebracht op nakomelingen. Deze vorm van gentherapie zal daarom (nog) niet toegestaan worden. Bij somatische cellen is de behandeling gericht op een bepaald deel van het lichaam en worden de veranderingen die zijn aangebracht niet doorgegeven op het nageslacht.

Gentherapie zou met name effectief zijn in het geval van ziektes die veroorzaakt worden door een afwijking in één enkel gen. Er wordt een chemische of biologisch materiaal (bijvoorbeeld een virus of een chemische verbinding) geïnjecteerd in het te behandelen lichaamsdeel. Dit materiaal corrigeert de genetische afwijking die de ziekte veroorzaakt die wellicht niet via andere methoden te behandelen is. Dierproeven hebben aangetoond dat gentherapie een veelbelovende techniek is. Natuurlijk dient exact bekend te zijn welk gen een bepaalde ziekte veroorzaakt, waar dit gen zich bevindt in het menselijk DNA en wat de basenvolgorde is wat dat gen. Zoals bekend zijn diverse organisaties op het moment bezig om dit alles van het gehele menselijk DNA te bepalen. Men heeft hier naar schatting tot 2005 nog werk mee. Maar ook dan is het de vraag of gentherapie snel ingevoerd gaat worden gezien de ethische, wettelijke en sociale bezwaren die er tegen bestaan. 

In figuur 42 worden een aantal ziektes genoemd die mogelijk met gentherapie behandeld kunnen worden.

	ziekte
	behandelingsplaats
	frequentie van de ziekte

	Thalassaemia
	beenmerg
	1:600 (in sommige populaties)

	Cystic Fibrose
	lever
	1:500

	spierdystrofie van Duchenne
	spieren / hersens
	1:300 (mannen)

	hemofilie A
	lever / fibroplasten
	1:6000 (mannen)

	hemofilie B
	lever / fibroplasten
	1:30.000 (mannen)


Figuur 42:
Een aantal ziektes die mogelijk door gentherapie behandeld kunnen worden, de plaats waar de behandeling plaats zou moeten vinden en het voorkomen van de ziekte onder de bevolking.
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