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Hodowla komérek Nicotiana tabacum BY-2
w bioreaktorze membranowym
z wykorzystaniem perfluorowanego nosnika tlenu

Wprowadzenie

Hodowane wglebnie komorki ro§linne sa poddawane dzia-
laniu sit $cinajacych, generowanych w skutek intensywnego
mieszania oraz napowietrzania pozywki. Wrazliwo$¢ komo-
rek ro§linnych na niszczace efekty dzialania naprezen stycz-
nych wynika ze specyficznej budowy $ciany komérkowej, kté-
rej podstawowym skladnikiem sg mikrofibryle celulozy [1, 2].
Poszukuje sie zatem rozwiazan pozwalajacych na zapewnie-
nie kompromisu miedzy wlasciwymi warunkami wymiany
masy a lagodnymi warunkami hydrodynamicznymi hodowli
komoérek ro§linnych w bioreaktorach. Zastosowanie cieklego
nos$nika gazoéw, ktorego zdolno$é¢ do wiazania tlenu jest wyz-
sza niz rozpuszczalnoéé O, w wodzie, umozliwia zmniejszenie
intensywnos$ci mieszania pozywki w poréwnaniu z tradycyj-
nymi systemami napowietrzania. Dodatkowo znaczne zredu-
kowana zostaje szybko$§¢ przepltywu fazy napowietrzajace)
przez objeto$¢ naczynia hodowlanego [3].

Unikalnymi cechami pozwalajacymi wykorzystywac ciekte
perfluoroalkany (perfluorozwiazki, z ang. perfluorochemicals,
PFC) jako noéniki tlenu w biotechnologii sa wysoka rozpusz-
czalno$é¢ gazéw oddechowych (O, i CO,), chemiczna i biolo-
giczna obojetno$¢ oraz hydro- i liofobowo$é determinujaca
catkowity brak mieszalno$sci z plynami fizjologicznymi
i ciektymi pozywkami [3—5]. W zdecydowanej wiekszo$ci apli-
kacji dotyczacych hodowli komoérkowych, perfluorozwiazki sa
dodawane bezpo$rednio do pozywki. Zachodzi woéwczas roz-
dzial perfluorowanej fazy napowietrzajacej oraz wodnej fazy
napowietrzanej pozywki [3, 4]. Mozliwe jest takze uzycie per-
fluorowanego noénika tlenu jako medium posredniczacego
w wymianie gazowej podczas hodowli komérek prowadzonych
w bioreaktorach membranowych. Niestety brak jest danych
literaturowych charakteryzujacych iloSciowo transportu
masy w tego typu rozwiazaniach procesowo-aparaturowych.

Celem niniejszej pracy bylo zbadanie przydatnoéci perflu-
orodekaliny jako cieklego noénika tlenu w hodowli wglebne;j
komoérek Nicotiana tabacum L. (tytoniu szlachetnego) linii
Bright Yellow No. 2 prowadzonej w reaktorze membranowym
typu hollow-fibre.

Materialy i metodyka badan

PFC. Jako ciekly perfluorowany noénik tlenu uzyto perflu-
orodekaline (C,)F,5; ABCR GmbH & Co. KG, Niemcy).
Zwiazek ten wykazuje wysoka rozpuszczalnoéé tlenu (do 490
em?® O, / dm® PFC) oraz ditlenku wegla (do 1500 cm?® CO,, /
dm?® PFC). Calkowite wysycenie szkieletu weglowego czas-

teczki zapewnia perfluorodekalinie inertno$¢ chemiczna a ta-
kze brak mieszalnoéci z uktadami wodnymi oraz lipidami [3].
Celem zapewnienia aseptycznych warunkéw wzrostu komo-
rek roglinnych, perfluorowany nosnik tlenu byt sterylizowany
termicznie (121°C, 15 min.) przed uzyciem w hodowli. Po ste-
rylizacji, perfluorodekalina byta nasycana powietrzem atmos-
ferycznym (15 min.) a jalowo§¢ procesu zapewnialo zastoso-
wanie filtru gazu o $rednicy por 0,45 pm.

Komorki roslinne. Hodowano komérki Nicotiana taba-
cum zmodyfikowanej genetycznie, ciaglej linii komdrkowej
Bright Yellow No.2 (Laboratorium Bioproceséw WICHIP Poli-
techniki Warszawskiej). Jest to rosnaca w postaci zawiesiny
niezréznicowana populacja komoérek, wyprowadzonych
z tkanki miekiszowej tytoniu szlachetnego. Medium hodowla-
ne stanowilo podtoze Murashige i Skoog (Sigma-Aldrich, nr
kat. M5519) o pH 5,5 uzupelnione o sacharoze (2%), KH,PO,
(0,0255%) oraz auksyne 2,4-D (0,2 mg/dm?). Przygotowana,
pozywke sterylizowano termicznie (121°C, 15 min.).

Bioreaktor membranowy. Schemat badanego uktadu
przedstawiony zostal na rys. 1. Recyrkulowana, wstepnie na-
sycona powietrzem atmosferycznym perfluorodekalina zbie-
rana byla w naczyniu wyréwnawczym — 1, z ktérego, przy po-
mocy pompy perystaltycznej — 2 przettaczana byta przez ka-
pilary bioreaktora membranowego — 3. Jako bioreaktor typu
hollow-fibre wykorzystany zostal modut dialityczny FX 10 fir-
my Fraesenius SE (Niemcy) o powierzchni efektywnej 1,8 m?,
ktora zapewnia wiazka kapilar
o Srednicy wewnetrznej 185
um. Medium hodowlane, w kté-
rym rosty komoérki N. tabacum
BY-2, wypelnialo przestrzen
miedzykapilarna modulu mem-
branowego. Modut kapilarny
byl umieszczony na kotysce la-
boratoryjnej (10 cykli/min.) w
celu zapewnienia mieszania
ptynu hodowlanego wewnatrz
bioreaktora.
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Rys. 1. Schemat ukladu do-
$wiadczalnego (objasnienia
w tek§cie)

Metody analityczne. Stezenie tlenu rozpuszczonego
w medium hodowlanym, mierzono przy uzyciu elektrody tle-
nowej COG-1 1 miernika CX-401 firmy Elmetron (Polska).

Analiza zywotnoéci hodowanych komoérek polegala na ich
selektywnym wybarwieniu wodnym roztworem (1%) btekitu
trypanu (Sigma-Aldrich, nr kat. T8154) komorek zamie-
rajacych lub martwych. Po zmieszaniu réwnych objetosci
plynu hodowlanego i roztworu barwnika, wykorzystujac he-
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mocytometr Malasseza (Brand, Niemcy) sporzadzano prepa-
rat mikroskopowy, ktéry nastepnie analizowano (powieksze-
nie 20x) przy uzyciu mikroskopu odwréconego pola typu Ec-
lipse TS-100/F firmy Nikon (Japonia). Zywotnoéé komoérek
(CV) liczono jako utamek komoérek zywych (niewybarwio-
nych) w ogélnej liczbie wszystkich komérek (wybarwionych
i niewybarwionych).

Wzgledny przyrost biomasy tytoniu BY-2 (B) oznaczano
metoda wagowag przez pomiar mokrej masy inokulum oraz
biomasy uzyskanej po 10 dniach hodowli.

TloSciowsa, analize sacharozy w pobieranych co 24 godziny
probach ptynu hodowlanego oraz oznaczanie nikotyny w ko-
moérkach tytoniu prowadzono technika elektroforezy kapilar-
nej przy uzyciu aparatu CE-3D firmy Agilent (USA), wyko-
rzystujac zmodyfikowane metody Soga [6] oraz Ralapati [7].
Zardéwno do oznaczania sacharozy jak i nikotyny stosowano
kapilare o dlugo$ci 48 cm 1 érednicy wewnetrznej 50 um.
W analizie sacharozy uzywano buforu (pH 12,1) zawie-
rajacego kwas 2,6-pirydynodikarboksylowy (20 mM) oraz bro-
mek cetylotrimetyloamonowy (0,5 mM). Rozdziat préb zacho-
dzil pod wptywem przylozonego napiecia elektrycznego -25kV
oraz w stalej temperaturze 20°C. Stosowano posrednia detek-
cje UV dla analitycznej diugoéci fali A, ,, = 350 nm (szeroko$é
pasma 20nm) przy referencyjnej dtugosci fali A = 275 nm (sze-
roko$¢ pasma 10 nm). Do analizy nikotyny uzywano buforu
fosforanowego (20 mM) o pH 2,5. Rozdzial przeprowadzano
w temperaturze 20°C z zachowaniem statego napiecia elek-
trycznego +25 kV. Bezposredniego pomiaru absorbancji doko-

nywano dla A, = 260 nm (szeroko$¢ pasma 4 nm).

Wyniki badan i dyskusja

W celu ilo$ciowej charakterystyki transportu masy wyzna-
czono wartosci objeto$ciowego wspoélczynnika wnikania tlenu
w badanym uktadzie. Warto$¢ k;a okreslano na postawie po-
miaru stezenia rozpuszczonego tlenu w wodnym roztworze
pozywki wypelniajacej przestrzen miedzy kapilarami biore-
aktora typu hollow fibre podczas napowietrzania pozbawionej
tlenu pozywki. Wspdtczynnik wyznaczono z réwnania wypro-
wadzonego z bilansu tlenu w uktadzie:
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Na rys. 2 przedstawiono zalezno$ci wartosci k;a od szybko-
$ci przeptywu noénika tlenu (odpowiednio perfluoroalkanu,
powietrza i wody) przez kapilary bioreaktora membranowe-
go. Okazalo sie, ze nasycona powietrzem atmosferycznym
perfluorodekalina zapewnia najbardziej wydajne natlenienie
medium hodowlanego spo$réd zbadanych mediéw posred-
niczacych w wymianie gazowej. W przypadku uzycia perflu-
orowanego nos$nika tlenu uzyskano bowiem wyzsze wartosci
kra niz stosujac powietrze lub nasycong nim wode.

Na rys. 3 przedstawiono zmiany stezenia sacharozy w me-
dium hodowlanym w zaleznosci od czasu hodowli komérek ty-
toniu BY-2 w badanym bioreaktorze membranowym. Najwie-
kszy spadek stezenia sacharozy obserwowano w hodowlach
z recyrkulowana perfluorodekaling przettaczana przez kapi-
lary modutu typu hollow fibre. Najwolniej zrédto wegla zuzy-
wane bylo w hodowlach kontrolnych (bez perfluoroalkanu).

W tablicy 1 zamieszczono wyniki przyrostu mokrej biomasy
oraz oznaczenia zywotno$ci komérek w hodowlach poszcze-
gbélnych serii. Wykorzystanie przetlaczanej przez kapilary

perfluorodekaliny
znacznie zwiekszylo
przyrost biomasy

w poréwnaniu z wyni-
kami hodowli kontrol-
nych (bez PFC). Row-
niez wyniki oznacze-
nia zywotno$ci komo-
rek tytoniu w hodow-
lach  poszczegdlnych
seril do$wiadczalnych
potwierdzily korzyst-
ny wplyw perfluoro-
wanego no$nika tlenu
zastosowanego w re-
aktorze  membrano-
wym. Srednia ZyWot-
no$¢ komoérek w ho-
dowlach z recyrkulo-
wanym napowietrzo-

nym PFC wynosita
94-95%. W przypad- Rys. 3. Zmiany stezenia sacharozy w
pozywce w zaleznosci od czasu hodowli
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Rys. 2. Zalezno$¢ wartosci kra od szyb-
kosci przeplywu no$nika tlenu
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ku stosowania perflu-
orodekaliny, ktora tyl-
ko wypelniata kapilary bioreaktora, lecz nie byla recyrkulo-
wana zywotno§¢ wyniosta 83%. Zdecydowanie nizsza warto$é
$redniej zywotno$ci komoérek zanotowano dla hodowli kon-
trolnych (bez PFC) i wynosita ona tylko 61%. Zastosowanie
perfluorowanego nosnika tlenu nie wptyneto na stezenie ni-
kotyny w komoérkach tytoniu. W ekstrakcie komérkowym
uzyskanym z biomasy hodowanej z wykorzystaniem perflu-
orodekaliny, jak 1 z hodowli kontrolnych stezenie nikotyny
zawieralo sie w zakresie od 6,45 do 6,97 mg/dm?®.

Tablica 1
Wzgledny przyrost biomasy (B) oraz zywotno$¢ komorek (CV)
w hodowlach poszczegélnych serii

Hodowla B CV
1% inokulum; PFC 5ml/min. — 94 %
10% inokulum; PFC 5ml/min. 712 % 95 %
10% inokulum; PFC Oml/min. 356 % 83 %
10% inokulum; brak PFC 122 % 61 %

Wnioski

Uzycie nasyconej powietrzem atmosferycznym perfluorode-
kaliny pozwolito uzyskaé¢ wyzsze warto$ci wspdtczynnika k;a
niz w przypadku innych zbadanych no$nikéw tlenu. Recyrku-
lowany napowietrzony perfluoroalkan wptynal korzystnie na
przyrost biomasy oraz zywotno$§¢ komorek tytoniu linii BY-2
hodowanych w bioreaktorze typu hollow fibre w poréwnaniu
z hodowlami kontrolnymi prowadzonymi bez fazy perfluoro-
wanej. Zastosowanie perfluorowanego noénika tlenu nie
wplyneto na stezenie nikotyny w komorkach tytoniu.
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