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Hodowla komórek Nicotiana tabacum BY-2
w bioreaktorze membranowym

z wykorzystaniem perfluorowanego noœnika tlenu

Wprowadzenie

Hodowane wg³êbnie komórki roœlinne s¹ poddawane dzia-
³aniu si³ œcinaj¹cych, generowanych w skutek intensywnego
mieszania oraz napowietrzania po¿ywki. Wra¿liwoœæ komó-
rek roœlinnych na niszcz¹ce efekty dzia³ania naprê¿eñ stycz-
nych wynika ze specyficznej budowy œciany komórkowej, któ-
rej podstawowym sk³adnikiem s¹ mikrofibryle celulozy [1, 2].
Poszukuje siê zatem rozwi¹zañ pozwalaj¹cych na zapewnie-
nie kompromisu miêdzy w³aœciwymi warunkami wymiany
masy a ³agodnymi warunkami hydrodynamicznymi hodowli
komórek roœlinnych w bioreaktorach. Zastosowanie ciek³ego
noœnika gazów, którego zdolnoœæ do wi¹zania tlenu jest wy¿-
sza ni¿ rozpuszczalnoœæ O2 w wodzie, umo¿liwia zmniejszenie
intensywnoœci mieszania po¿ywki w porównaniu z tradycyj-
nymi systemami napowietrzania. Dodatkowo znaczne zredu-
kowana zostaje szybkoœæ przep³ywu fazy napowietrzaj¹cej
przez objêtoœæ naczynia hodowlanego [3].

Unikalnymi cechami pozwalaj¹cymi wykorzystywaæ ciek³e
perfluoroalkany (perfluorozwi¹zki, z ang. perfluorochemicals,
PFC) jako noœniki tlenu w biotechnologii s¹ wysoka rozpusz-
czalnoœæ gazów oddechowych (O2 i CO2), chemiczna i biolo-
giczna obojêtnoœæ oraz hydro- i liofobowoœæ determinuj¹ca
ca³kowity brak mieszalnoœci z p³ynami fizjologicznymi
i ciek³ymi po¿ywkami [3–5]. W zdecydowanej wiêkszoœci apli-
kacji dotycz¹cych hodowli komórkowych, perfluorozwi¹zki s¹
dodawane bezpoœrednio do po¿ywki. Zachodzi wówczas roz-
dzia³ perfluorowanej fazy napowietrzaj¹cej oraz wodnej fazy
napowietrzanej po¿ywki [3, 4]. Mo¿liwe jest tak¿e u¿ycie per-
fluorowanego noœnika tlenu jako medium poœrednicz¹cego
w wymianie gazowej podczas hodowli komórek prowadzonych
w bioreaktorach membranowych. Niestety brak jest danych
literaturowych charakteryzuj¹cych iloœciowo transportu
masy w tego typu rozwi¹zaniach procesowo-aparaturowych.

Celem niniejszej pracy by³o zbadanie przydatnoœci perflu-
orodekaliny jako ciek³ego noœnika tlenu w hodowli wg³êbnej
komórek Nicotiana tabacum L. (tytoniu szlachetnego) linii
Bright Yellow No. 2 prowadzonej w reaktorze membranowym
typu hollow-fibre.

Materia³y i metodyka badañ

PFC. Jako ciek³y perfluorowany noœnik tlenu u¿yto perflu-
orodekalinê (C10F18; ABCR GmbH & Co. KG, Niemcy).
Zwi¹zek ten wykazuje wysok¹ rozpuszczalnoœæ tlenu (do 490
cm3 O2 / dm3 PFC) oraz ditlenku wêgla (do 1500 cm3 CO2 /
dm3 PFC). Ca³kowite wysycenie szkieletu wêglowego cz¹s-

teczki zapewnia perfluorodekalinie inertnoœæ chemiczn¹ a ta-
k¿e brak mieszalnoœci z uk³adami wodnymi oraz lipidami [3].
Celem zapewnienia aseptycznych warunków wzrostu komó-
rek roœlinnych, perfluorowany noœnik tlenu by³ sterylizowany
termicznie (121�C, 15 min.) przed u¿yciem w hodowli. Po ste-
rylizacji, perfluorodekalina by³a nasycana powietrzem atmos-
ferycznym (15 min.) a ja³owoœæ procesu zapewnia³o zastoso-
wanie filtru gazu o œrednicy por 0,45 �m.

Komórki roœlinne. Hodowano komórki Nicotiana taba-
cum zmodyfikowanej genetycznie, ci¹g³ej linii komórkowej
Bright Yellow No.2 (Laboratorium Bioprocesów WICHiP Poli-
techniki Warszawskiej). Jest to rosn¹ca w postaci zawiesiny
niezró¿nicowana populacja komórek, wyprowadzonych
z tkanki miêkiszowej tytoniu szlachetnego. Medium hodowla-
ne stanowi³o pod³o¿e Murashige i Skoog (Sigma-Aldrich, nr
kat. M5519) o pH 5,5 uzupe³nione o sacharozê (2%), KH2PO4

(0,0255%) oraz auksynê 2,4-D (0,2 mg/dm3). Przygotowan¹
po¿ywkê sterylizowano termicznie (121�C, 15 min.).

Bioreaktor membranowy. Schemat badanego uk³adu
przedstawiony zosta³ na rys. 1. Recyrkulowana, wstêpnie na-
sycona powietrzem atmosferycznym perfluorodekalina zbie-
rana by³a w naczyniu wyrównawczym – 1, z którego, przy po-
mocy pompy perystaltycznej – 2 przet³aczana by³a przez ka-
pilary bioreaktora membranowego – 3. Jako bioreaktor typu
hollow-fibre wykorzystany zosta³ modu³ dialityczny FX 10 fir-
my Fraesenius SE (Niemcy) o powierzchni efektywnej 1,8 m2,
któr¹ zapewnia wi¹zka kapilar
o œrednicy wewnêtrznej 185
�m. Medium hodowlane, w któ-
rym ros³y komórki N. tabacum
BY-2, wype³nia³o przestrzeñ
miêdzykapilarn¹ modu³u mem-
branowego. Modu³ kapilarny
by³ umieszczony na ko³ysce la-
boratoryjnej (10 cykli/min.) w
celu zapewnienia mieszania
p³ynu hodowlanego wewn¹trz
bioreaktora.

Metody analityczne. Stê¿enie tlenu rozpuszczonego
w medium hodowlanym, mierzono przy u¿yciu elektrody tle-
nowej COG-1 i miernika CX-401 firmy Elmetron (Polska).

Analiza ¿ywotnoœci hodowanych komórek polega³a na ich
selektywnym wybarwieniu wodnym roztworem (1%) b³êkitu
trypanu (Sigma-Aldrich, nr kat. T8154) komórek zamie-
raj¹cych lub martwych. Po zmieszaniu równych objêtoœci
p³ynu hodowlanego i roztworu barwnika, wykorzystuj¹c he-
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Rys. 1. Schemat uk³adu do-
œwiadczalnego (objaœnienia

w tekœcie)
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mocytometr Malasseza (Brand, Niemcy) sporz¹dzano prepa-
rat mikroskopowy, który nastêpnie analizowano (powiêksze-
nie 20x) przy u¿yciu mikroskopu odwróconego pola typu Ec-
lipse TS-100/F firmy Nikon (Japonia). ¯ywotnoœæ komórek
(CV) liczono jako u³amek komórek ¿ywych (niewybarwio-
nych) w ogólnej liczbie wszystkich komórek (wybarwionych
i niewybarwionych).

Wzglêdny przyrost biomasy tytoniu BY-2 (B) oznaczano
metod¹ wagow¹ przez pomiar mokrej masy inokulum oraz
biomasy uzyskanej po 10 dniach hodowli.

Iloœciow¹ analizê sacharozy w pobieranych co 24 godziny
próbach p³ynu hodowlanego oraz oznaczanie nikotyny w ko-
mórkach tytoniu prowadzono technik¹ elektroforezy kapilar-
nej przy u¿yciu aparatu CE-3D firmy Agilent (USA), wyko-
rzystuj¹c zmodyfikowane metody Soga [6] oraz Ralapati [7].
Zarówno do oznaczania sacharozy jak i nikotyny stosowano
kapilarê o d³ugoœci 48 cm i œrednicy wewnêtrznej 50 �m.
W analizie sacharozy u¿ywano buforu (pH 12,1) zawie-
raj¹cego kwas 2,6-pirydynodikarboksylowy (20 mM) oraz bro-
mek cetylotrimetyloamonowy (0,5 mM). Rozdzia³ prób zacho-
dzi³ pod wp³ywem przy³o¿onego napiêcia elektrycznego -25kV
oraz w sta³ej temperaturze 20�C. Stosowano poœredni¹ detek-
cjê UV dla analitycznej d³ugoœci fali �max = 350 nm (szerokoœæ
pasma 20nm) przy referencyjnej d³ugoœci fali � = 275 nm (sze-
rokoœæ pasma 10 nm). Do analizy nikotyny u¿ywano buforu
fosforanowego (20 mM) o pH 2,5. Rozdzia³ przeprowadzano
w temperaturze 20�C z zachowaniem sta³ego napiêcia elek-
trycznego +25 kV. Bezpoœredniego pomiaru absorbancji doko-
nywano dla �max = 260 nm (szerokoœæ pasma 4 nm).

Wyniki badañ i dyskusja

W celu iloœciowej charakterystyki transportu masy wyzna-
czono wartoœci objêtoœciowego wspó³czynnika wnikania tlenu
w badanym uk³adzie. Wartoœæ kLa okreœlano na postawie po-
miaru stê¿enia rozpuszczonego tlenu w wodnym roztworze
po¿ywki wype³niaj¹cej przestrzeñ miêdzy kapilarami biore-
aktora typu hollow fibre podczas napowietrzania pozbawionej
tlenu po¿ywki. Wspó³czynnik wyznaczono z równania wypro-
wadzonego z bilansu tlenu w uk³adzie:
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Na rys. 2 przedstawiono zale¿noœci wartoœci kLa od szybko-
œci przep³ywu noœnika tlenu (odpowiednio perfluoroalkanu,
powietrza i wody) przez kapilary bioreaktora membranowe-
go. Okaza³o siê, ¿e nasycona powietrzem atmosferycznym
perfluorodekalina zapewnia najbardziej wydajne natlenienie
medium hodowlanego spoœród zbadanych mediów poœred-
nicz¹cych w wymianie gazowej. W przypadku u¿ycia perflu-
orowanego noœnika tlenu uzyskano bowiem wy¿sze wartoœci
kLa ni¿ stosuj¹c powietrze lub nasycon¹ nim wodê.

Na rys. 3 przedstawiono zmiany stê¿enia sacharozy w me-
dium hodowlanym w zale¿noœci od czasu hodowli komórek ty-
toniu BY-2 w badanym bioreaktorze membranowym. Najwiê-
kszy spadek stê¿enia sacharozy obserwowano w hodowlach
z recyrkulowan¹ perfluorodekalin¹ przet³aczan¹ przez kapi-
lary modu³u typu hollow fibre. Najwolniej Ÿród³o wêgla zu¿y-
wane by³o w hodowlach kontrolnych (bez perfluoroalkanu).

W tablicy 1 zamieszczono wyniki przyrostu mokrej biomasy
oraz oznaczenia ¿ywotnoœci komórek w hodowlach poszcze-
gólnych serii. Wykorzystanie przet³aczanej przez kapilary

perfluorodekaliny
znacznie zwiêkszy³o
przyrost biomasy
w porównaniu z wyni-
kami hodowli kontrol-
nych (bez PFC). Rów-
nie¿ wyniki oznacze-
nia ¿ywotnoœci komó-
rek tytoniu w hodow-
lach poszczególnych
serii doœwiadczalnych
potwierdzi³y korzyst-
ny wp³yw perfluoro-
wanego noœnika tlenu
zastosowanego w re-
aktorze membrano-
wym. Œrednia ¿ywot-
noœæ komórek w ho-
dowlach z recyrkulo-
wanym napowietrzo-
nym PFC wynosi³a
94–95%. W przypad-
ku stosowania perflu-
orodekaliny, która tyl-
ko wype³nia³a kapilary bioreaktora, lecz nie by³a recyrkulo-
wana ¿ywotnoœæ wynios³a 83%. Zdecydowanie ni¿sz¹ wartoœæ
œredniej ¿ywotnoœci komórek zanotowano dla hodowli kon-
trolnych (bez PFC) i wynosi³a ona tylko 61%. Zastosowanie
perfluorowanego noœnika tlenu nie wp³ynê³o na stê¿enie ni-
kotyny w komórkach tytoniu. W ekstrakcie komórkowym
uzyskanym z biomasy hodowanej z wykorzystaniem perflu-
orodekaliny, jak i z hodowli kontrolnych stê¿enie nikotyny
zawiera³o siê w zakresie od 6,45 do 6,97 mg/dm3.

Tablica 1
Wzglêdny przyrost biomasy (B) oraz ¿ywotnoœæ komórek (CV)

w hodowlach poszczególnych serii

Hodowla B CV

1% inokulum; PFC 5ml/min.

10% inokulum; PFC 5ml/min.

10% inokulum; PFC 0ml/min.

10% inokulum; brak PFC

–-

712 %

356 %

122 %

94 %

95 %

83 %

61 %

Wnioski

U¿ycie nasyconej powietrzem atmosferycznym perfluorode-
kaliny pozwoli³o uzyskaæ wy¿sze wartoœci wspó³czynnika kLa
ni¿ w przypadku innych zbadanych noœników tlenu. Recyrku-
lowany napowietrzony perfluoroalkan wp³yn¹³ korzystnie na
przyrost biomasy oraz ¿ywotnoœæ komórek tytoniu linii BY-2
hodowanych w bioreaktorze typu hollow fibre w porównaniu
z hodowlami kontrolnymi prowadzonymi bez fazy perfluoro-
wanej. Zastosowanie perfluorowanego noœnika tlenu nie
wp³ynê³o na stê¿enie nikotyny w komórkach tytoniu.
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Rys. 2. Zale¿noœæ wartoœci kLa od szyb-
koœci przep³ywu noœnika tlenu

Rys. 3. Zmiany stê¿enia sacharozy w
po¿ywce w zale¿noœci od czasu hodowli
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