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biotechnologii komoérek roslinnych podstawowym sposobem prowadze-
Wnia procesu jest hodowla zawiesinowa w kolbach wstrzasanych lub bio-
reaktorach. W odniesieniu jednak do proceséw biotransformacji korzystne
moga by¢ rdéwniez inne rozwigzania: uzycie wyizolowanych enzyméw, enzy-
mow immobilizowanych, a zwlaszcza immobilizowanych komodrek. Sposob
prowadzenia procesu determinuje wymagania stawiane bioreaktorom. Wyni-
kaja one rowniez z biologicznej natury komoérek roslinnych, a zwlaszcza ich
wrazliwosci na warunki mieszania. Zagadnienia te bedg przedmiotem pracy.

1. Blotransformacja z uzyciem preparatow enzymatycznych

Komoérki roslinne moga metabolizowaé wprowadzone substraty w rézny
spos6b, dajac w rezultacie mieszaniny nie zawsze pozadanych produktéw (1).
W tych wypadkach celowe jest zastosowanie wyizolowanych enzyméw. Enzy-
my uzyte do biokonwersji musza spetnia¢ kilka warunkéw, z ktéiych naj-
wazniejsze to tatwa izolacja z kultur komérkowych oraz przediuzona stabil-
nos¢ katalityczna. Ponadto muszg by¢ one doktadnie scharakteryzowane, po-
winna by¢ znana ich specyficznos¢ w odniesieniu do substratow oraz kofa-
ktory. Wyizolowane enzymy moga by¢ stosowane w roztworze lub po unieru-
chomieniu w/na réznych nos$nikach (2,3). Ta druga metoda pozwala na wie-
lokrotne uzytkowanie enzymoOw oraz zwieksza ich stabilnosc.

Duza cze$¢ enzyméw wymaga do swojej aktywnosci réznego typu kosub-
stratéow lub kofaktorow, np. ATP, NAD, NADP, CoA. Uzycie ich do procesu
biotransformacji napotyka na znacznie wieksze trudnosci, anizeli zastosowa-
nie, np. enzymoéw hydrolitycznych. Regeneracja kofaktoréw moze zachodzic¢
w zywych komoérkach w warunkach zapewnionego dostepu zrodia energii,
ale proponowane sa roéwniez skojarzone ukiady enzymowe. Przykiadem pier-
wszego rozwigzania jest przeksztatcenie katenaminy do ajmaticyny w perme-
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dehydrogenaza izocytrynianowa

2-oksoglutaran izocytrynian
+ CO2

Rys. 1. Biotransformacja katenaminy do ajmalicimy w komérkach Catharanthus roseus. Po-
kazano uktad enzymatyczny, w ktérym zachodzi regeneracja NADPH+H+ (4).

abilizowanych komoérkach Catharanthus roseus (4). Zuzywany w reakcji
NADPH+H+jest regenerowany przez funkcjonujacg w tych samych komaérkach
dehydrogeneze izocytiynianowg (rys. 1). Przykladem drugiego rozwigzania jest
prezentowana dimeiyzacja alkaloidéw indolowych, wymagajaca ciggtego do-
starczania H202 Jezeli wymagana jest regeneracja ATP, proponowane jest
m.in. uzycie immobilizowanej kinazy octanowej, syntetyzujgcej ATP kosztem
acetylofosforanu (4).

Stosunkowo uboga wiedza o enzymach biorgcych udziat w biogenezie me-
tabolitéw wtérnych oraz trudnosci zwigzane z ich izolacjg i oczyszczaniem
sprawity, ze dotychczas opubtikowano niewiele prac dotyczacych biokonwersji
z wykorzystaniem preparatdbw enzymatycznych wyizolowanych z kultur ko-
moérkowych. Pfitzner i Zenk (5) opisali metode izolacji i immobilizacji syntetazy
stryktozydyny z kultur komérkowych Catharanthus roseus. Enzym ten kata-
lizuje stereospecyficzng reakcje kondensacji tryptaminy i monoterpenoidu
sekologaniny. W wyniku tej reakcji powstaje 3a(S)-stiyktozydyna — bezpo-
sredni prekursor alkaloidéw indolowych (rys. 2).

Do szczegdlnie cennych metabolitow roslinnych nalezg winblastyna i win-
krystyna — dimeryczne alkaloidy wystepujace w roslinach Catharanthus ro-
seus, stosowane w terapii nowotworow. Koszt ich pozyskania z materiatu
naturalnego wynosi okoto 5 tys. USD/g, cena rynkowa do 20 tys. USD/g, a
globalny rynek na te produkty szacowany jest na 50-75 min USD (6). Pomimo
licznych prob, jak dotad, nie udato sie uzyska¢ dostatecznie efektywnej bio-
syntezy tych alkaloidéw w kulturach zawiesinowych in vitro; niewielkie ilosci
(ok. 10% w poréwnaniu do zawartosci w lisciach C. roseus) mozna uzyskac
w kulturach korzeni transformowanych (7). Z uwagi na ztozong strukture
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Rys. 2. Stereospecyficzna kondensacja tryptaminy i sekologaniny w obecnosci syntetazy stry-
ktozydyny, wyizolownej z kultur komérkowych Catharanthus roseus.

alkaloidéw Catharanthus nie nalezy oezekiwa¢ réwniez opracowania techno-
logii ich syntezy chemicznej.

Okazato sie jednak, ze mozna zaproponowac¢ kompleksowe postepowanie,
obejmujace biosynteze prekursoréw i chemiezng lub enzymatyezng dimery-
zacje, a nastepnie enzymatyczne uwodornienie dimeru (rys. 3). Jeden z pot-
produktéow — katarantyna moze by¢ wytwarzana w kulturze zawiesinowej
C. roseus, drugi — windolina, ekstrahowana z materiatu rostinnego (7). Ich
chemiczne lgezenie przebiega w obecnosci FeCls, jako katalizatora (8). Pro-
duktem jest a-3’,4’-anhydrowinblastyna.

Dimeryzacje alkaloiddw mozna przeprowadzi¢ réwniez na drodze enzyma-
tycznej, przy uzyciu peroksydazy. Zrodiem peroksydazy (HRP) moga by¢ ko-
rzenie chrzanu [Armoracia rusticandi (9). Taya i wsp6t. (10) dia otrzymywania
tego enzymu wykonr2ystali dwufazowsg kulture korzeni transformowanych
A. rusticana. Po namnozeniu biomasy w drugiej fazie hodowli autorzy uzyli
wysokiego stezenia polipeptonu w podtozu, co zapewnito ponad 5-krotny
wzrost aktywnosci HRP. Wedtug Parkinsona i wspot. (11) peroksydaze mozna
otrzymywac rowniez z kultur zawiesinowych A. rusticana, w ktérych aktywnos¢
enzymu jest dwukrotnie wyzsza niz w korzeniach transformowanych tej rosli-
ny. Peroksydaza produkowana jest takze w hodowli komorek Catharanthus
roseus w bioreaktorze (6). H202 niezbedny do reakcji kondensacji katarantyny
i windoliny (rys. 3) jest w sposOb kontrolowany wytwarzany enzymatyeznie w
reakcji utleniania glukozy do kwasu glukonowego przy udziale oksydazy glu-
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winbiastyna R - CH3 leurozyna
winkrystyna R = CHO

Rys. 3. Biosynteza dimerycznych alkaloidéw indolowych o dziataniu przeciwnowotworowym.
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kozowej (np. z grzyba Aspergillus niger). Wydajnos¢ procesu dimeiyzacji alka-
loidow ksztattuje sie w granicach 25-70% (6,12). Produkt kondensacji jest
nastepnie uwodorniany (rys. 3) za pomocg surowej frakcji enzymatycznej z
C. roseus (13). W podobny sposdb otrzymano réwniez inne alkaloidy dimery-
czne: leurozyne, kataryne, winamidyne i 3-(R)-hydroks}winamidyne.

Z kultur zawiesinowych Digitalis lanata Peterson i wsp6t. (14) wyizolowali
i scharakteryzowali 12P-hydroksylaze odpowiedzialng za reakcje biotransfor-
macji 12(3-metylodigitoksyny do 12(3-metylodigoksyny. Autorzy przedstawili
rowniez technike immobilizacji w zelu alginianowym mikrosomow D. lanata,
z ktérymi zwigzana jest 12p-hydroksylaza. Po immobilizacji aktywnos¢ enzy-
mu zachowana byta w ok. 70% i utrzymywata sie 20 godzin. Opracowano
ciagty proces laboratoryjnego wytwarzania (3-metylodigoksyny przy uzyciu pre-
paratu immobilizowanej 12(l-hydroksylazy.

Z innych enzymoéw wyizolowanych z kultur komérkowych wymieni¢ nalezy
syntetaze kwasu rozmarynowego z kultur zawiesinowych Coleas blumei (15). Z
przeprowadzonych przez Papera i Franza badan (16) wynika, ze kultury Nerium
oleander moga by¢ wykorzystane do izolacji glukozylotransferazy steroidowej.
Enzym ten przeksztatca rézne aglikony kardenolidowe w odpowiednie glikozydy.
Woczesniej, glukozylotransferaza steroidowa zostata znaleziona w kulturze ko-
morkowej Digitalis purpurea (17). W komoérkach tych enzym katalizowat reakcje
glukozylacji digitoksygeniny i digoksyny do purpureaglukozydu A. Yashikawa
i Fumya (17) stwierdzili, ze dziala on szybciej i z duzo wyzszg wydajnoscig
jezeli substratami sg sterole, takie jak stygmasterol lub cholesterol.

Biotransformacje w kulturach komérek. Cz. Il

2. Biotransformacja z uzyciem komorek immobilizowanych

Obecnie coraz czesciej w procesach biotransformacji wykorzystuje sie ko-
morki immobilizowane, tj. unieruchomione w/na odpowiednim nosniku (tab. 1).

Tabela 1
PI<ZYKLADY BIOTRANSFORMACJI PRZY UZYCIU IMMOBILIZOWANYCH KOMOREK ROSLINNYCH 4

Rodlina Substrat Produkt Metoda immobilizacji
Catharanthiis roseus katenamina ajmalicyna zel agarozowy
Digitalis lanata digitoksyna digoksyna zel alginianowy

Daucus carota
Daucus carota
Mentha spicata
Mucuna pruriens
Papauer somniferum
Papaver somniferum

Nicotiana tabacum

digitoksygenina
gitoksygenina
(-)-menton
L-tyrozyna
kodeinon
estry acetooctanowe
ketoestry

periplogenina

5-hydroksygitoksygenina

(+)-neomentol
DOPA
kodeina
3-hydroksymaslany
hydroksyestry

biotechnologia

zel alginianowy
zel alginianowy
zel poliakiyloamidowy
zel alginianowy
pianka poliuretanowa
zel alginianowy
zel alginianowy
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Metody stosowane do immobilizaeji komodrek roslinnyeh sg w zasadzie podob-
ne do teehnik wykorzystywanyeh dla mikroorganizmdw. Najczesciej stosuje
sie unieruchamianie komorek w matrycach zelowych, takich jak alginian wa-
pnia czy K-karagenan. Immobilizacja komérek przez zwigzanie ich z odpo-
wiednim nosnikiem zapewnia prace z wyzszymi, anizeli w zawiesinie, gesto-
$ciami komorek, co w koncowym efekcie umozliwia uzyskanie znacznie wyz-
szego stezenia produktu. Dalszymi zaletami immobilizaeji sg: tatwiejsze wy-
dzielanie produktu, mozliwos$¢ wielokrotnego uzycia komaérek lub opracowania
ciggtego procesu, ochrona komérek przed mechanicznym uszkodzeniem
w bioreaktorze (zestawienie 1). W komorkach immobilizowanych reakcje bio-
konwersji przebiegajg czesto z wyzsza wydajnoscig niz w kulturach zawiesi-
nowych. Poglad ten zostat poparty wynikami badan z kulturg Papaver somni-
ferum. W komérkach maku lekarskiego, immobilizowanych w alginianie wa-
pnia, wydajnos$¢ biokonwersji kodeinonu do kodeiny wynosita 70,8% i byla
wyzsza niz w kulturze zawiesinowej (60,8%) (18,19). Korzystne jest rowniez
znaczne przedtuzenie (do szeSciu miesiecy) aktywnosci enzymatycznej immo-
bilizowanych komoérek P. somniferum. Dalszy postep w wytwarzaniu kodeiny
przyniosty badania Corchete i Yeomana (20). Wykazali oni, ze komorki P. so-
mnifemm immobilizowane w piance poliuretanowej przeksztatcajg kodeinon
do kodeiny z wydajnoscig 79%, przy czym wiekszos¢ produktu (ponad 87%)
wydzielana jest do podtoza. Wydajnos¢ biokonwersji zwiekszyta sie jeszcze
bardziej po usunieciu z podtoza fosforanu (20). Lindsey i Yeoman (21) stwier-
dzili, ze metoda immobilizaeji z uzyciem pianki poliuretanowej zwiekszyta
zywotnos¢ komoérek Capsicum frutescens i ich zdolno$¢ do biosyntezy alka-
loidu kapsaicyny.

Zestawienie 1
Korzysci wynikajace z uzycia roslinnych komérek immobilizowanych
w POROWNANIU z HODOWLA KOMOREK W ZAWIESINIE

< mozliwe wyzsze zageszczenie komorek
< mozliwa wieksza agregacja komoérek (samoimmobilizacja)
« mozliwa zwigkszona wydajno$¢ produktu

* wyzsze stezenie koncowe produktu

* wyzsza produktywnos$¢ z jednostki objetosci bioreaktora

zwiekszona stabilnos¢ fizjologiczna

mozliwe przedtuzone utrzymanie komérek wolno namnazajacych sie lub nie namnazajacych sie

tatwe oddzielenie biomasy od pozywki

Omowiona juz hydroksylacja (3-metylodigitoksyny do (3-metylodigoksyny jest
procesem biotransformacji szczegdlnie nadajgcym sie do opracowania techno-
logii z uzyciem komérek immobilizowanych (22), poniewaz zaréwno substrat
jak i produkt sg transportowane przez btone komorkows. Aktywnie namna-
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Rys. 4. Schemat reakcji biokonwersji L-tyrozyny do L-DOPA w kulturze komérkowej Mucuna
pruriens. Reakcja katalizowana jest przez peroksydaze (PO). Jako kofaktor i reduktor stuzy askor-
binian sodu (AH2) (26).

zajgce sie komoérki Digitalis lanata z hodowli zawiesinowej immobilizowano
w kuleczkach zelu alginianowego. Inkubacja uzyskanego preparatu w odpo-
wiednim podtozu sprzyjata dalszemu namnazaniu komarek w zelu i uzyskaniu
wysokiej aktywnosci biotransformacyjnej. Komérki immobilizowane byty sta-
bilne: podczas 170 dni nie stwierdzono obnizenia sie ich aktywnosci (23).

O korzystnym wplywie immobitizacji $wiadczg takze wyniki przeprowadzo-
nych badan z kulturg Mucuna pruriens (24,25). Kultury komorkowe tej rosliny
maja zdolno$¢ ortohydroksylacji L-tyrozyny do L-DOPA (lys. 4). L-DOPA jest
prekursorem biogennej aminy dopaminy, a takze jest znanym lekiem stoso-
wan3rm w leczeniu choroby Parkinsona. Po immobitizacji komaérek w alginianie,
90% powstajacej L-DOPA byto wydatane do podioza, podczas gdy normalnie
gromadzona jest ona wewnatrz komorek. Komérki unieruchomione w innych
nos$nikach (pektynianie, agarozie tub zelatynie) rowniez przeksztatcaty tyrozyne
do L-DOPA, ale wydajnosci byly nizsze anizeli przy zastosowaniu alginianu
(26). W badaniach przeprowadzonych przez Prasa i wspét. (27) okazato sig, ze
immobilizowane komorki Mucuna pruriens wykazujg bardzo szerokie spektrum
w zakresie regioselektywnej ortohydroksylacji. Reakcja ta zachodzi zaréwno
w obecnosci monofenoli, jak i difenoli i trifenoli, dajac w rezultacie rézne ka-
techole nieraz o interesujacych wihasciwosciach feczniczych. Swiadczy to raczej
0 niskiej specyficznosci odpowiedzialnej za te reakcje fenylooksydazy.

Nie zawsze jednak immobilizacja jest korzystna dla przebiegu proceséw
biotransformacji. Gbolade i Lockwood (28) stwierdzili, ze komérki Petroselinum
crispum unieruchomione w piance poliuretanowej posiadajg wiekszg niz kul-
tury zawiesinowe zdolnos¢ do przeksztatcania (izomeryzacja) geraniotu w ne-
rol. Jednakze, jak sie okazato, komorki takie bylty mniej efektywne (< 60%)
dla prowadzenia reakcji redukcji takich substratow jak citral i citronellal (28).

Stosowane dotychczas metody immobitizacji sg czasochtonne i bardzo ko-
sztowne, co znacznie zwieksza naklady na produkcje metabolitéw wtérnych
w warunkach in vitro. Wiekszo$¢ produktéw gromadzona jest w komodrkach
1 nie zawsze mozna uzyskaé efekt permeabilizacji. Ta ostatnia zwieksza koszt
technologii. W miare uptywu czasu czesto obserwuje sie degradacje nosnika.
Badania nad doskonaleniem metod immobitizacji moga przynie$¢ szereg no-
wych, bardziej uzytecznych ro“gzan. Wyczerpujacy przeglad zagadnien
zwigzanych z technologia roslinnych komérek immobilizowanych zawierajag
m.in. prace Hulsta i Trampera (29) oraz Williamsa i Mavituny (30).

biotechnologia 1 (28) '95
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3. Agregaty komérkowe — samoimmobilizacja

Interesujgcym rozwigzaniem jest tworzenie sie w kulturach komérkowych
duzych, mniej lub bardziej regularnych agregatow. W odrdznieniu od normal-
nie wystepujacych w hodowli zawiesinowej — luznych wielokomérkowych
potaczen i kltaczkéw, agregaty te zachowuja duzg trwato$¢ mechaniczng. Ten-
dencja do tworzenia agregatdow wynika z naturatnego mechanizmu namnaza-
nia komorek w formie tkanek, ate w kutturach in vitro moze sie przejawiaé
w réznym stopniu, zaleznie od uzytej linii komoérkowej. Poza tym, powstawa-
niu agregatdbw moga sprzyja¢ warunki hodowli: sktad chemiczny podtoza, ro-
dzaj bioreaktora, warunki mieszania w bioreaktorze. Tsoulpha i Doran (31)
zmieniajac typ cytokinin otrzymati kultury zawiesinowe Solanum avicnlare
zawierajace jedynie zwarte, regularne agregaty 0,4 - 2 cm S$rednicy. Hegglin
i wspot. (32) uzyskali trwale agregaty Cojfea arabica i Nicotina tabacum, sto-
sujac specjalny uktad eksperymentalny; bioreaktor fluidalny zapewniat tagod-
ne warunki mieszania. Podloze odbierane z gérnej czesci bioreaktora byto
podawane za pomocg pompy do specjalnego zbiornika (oksygenatora), w kto-
rym nastepowato jego intens3rwne natlenianie, po cz3rm ponownie bylo pom-
powane od dotu do bioreaktora. W wamnkach matego stresu hydrodynamicz-
nego zachodzit proces samoimmobitizacji komoérek i tworzyty sie Kitkumilime-
trowe agregaty. Uzyskano wysoka szybkos$¢ wzrostu biomasy i jej duze zage-
szczenie w bioreaktorze.

Duze, zwarle agregaty komérek moga stwarza¢ niekorzystne warunki dy-
fuzji tlenu oraz substratow i produktéw w strefie wewnetrznej. Efektem jest
woéwczas autoliza biomasy wewnatrz agregatéw. Od ich wielkosci moze zalezeé
rowniez efektywnos$¢ syntezy produktu. W kulturze Tagetes patula obserwo-
wano wystepowanie centralnej strefy autolizy w agregatach o srednicy ponad
5 mm (33). Dla ograniczenia oddychania krytyczna warto$¢ Srednicy byta
jeszcze nizsza i wynosita 3 mm. Na uwage zastuguje to, ze biosynteza pro-
duktéw tiofenowych, ktéra nie zachodzita w hodowti zawiesinowej, wyraznie
nasilata sie w agregatach o Srednicy powyzej 3 mm, a najefektywniej prze-
biegata w agregatach rzedu 11-13 mm. Powyzej 13 mm wewnatrz agregatow
wystepowaly znaczne przestrzenie woine od biomasy i biosynteza produktu
ulegata redukcji (33). Do opracowania proceséw biotransformacyjnych, jak
sie wydaje, interesujace jest wykorzystanie techniki samoagregacji biomasy.

4. Bloreaktory do proceséw biotransformaciji

Panda i wspoét. (34), analizujgc przydatnosé réznych typéw bioreaktoréw do
procesow z komdrkami roslinnymi, dzielg je na dwie zasadnicze grupy biore-
aktorow: 1) do hodowli zawiesinowych i 2) do proceséw z komdérkami immobi-
lizowanymi. W3nika to zaréwno z réznic konstrukcyjnych, jak i warunkéw pro-
cesowych. Zasadniczo, pozostajgc przy tym podziale, uwazamy jednak, ze ist-
niejg réwniez rozwigzania konstrukc}”*ne spetniajgce wymogi techniczne sta-
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wiane obydwu typom proceséw. Pominiemy tu najprostsze ,,bioreaktory”, jakimi
sg kolby wstrzasane: sg one powszechnie stosowane z powodzeniem do hodowli
zawiesinowych we wszystkich pracach biotechnologicznych.

4.1. Bioreaktory do hodowli komérek w zawiesinie

Najczesciej wykorzystywane sg dwa podstawowe typy bioreaktorow: 1) wy-
posazone w mechaniczne mieszadto oraz 2) typu airlift, w ktérych mieszanie
jest wymuszone strumieniem przeptywajacego powietrza. Za pomoca tych bio-
reaktorow opracowano technologie w skali Kkilku i kilkudziesieciu m”. Wie-
kszos¢ opracowan technologicznych konczy sie jednak obecnie na skali kilku-
nastu lub kilkudziesieciu litrow. Zarowno bioreaktory: mieszadtowe o specjal-
nej konstrukcji jak i typu airlift moga by¢ wykorzystywane nie tylko do hodowli
zawiesinowych, ale réwmiez do proceséw z komoérkami immobilizowanymi.

4,1.1. Bioreaktory mieszadiowe

W procesach mikrobiologicznych klasycznym rozwigzaniem jest bioreaktor
z mieszadtem i betkotka (lys. 5A). Wrazliwos¢ komaérek roslinnych na $cinanie
wywotywane obrotami mieszadta, sprawia, ze bioreaktory mieszadtowe do ho-
dowli komadrek roslinnych nalezy do tego celu odpowiednio dostosowac. Pro-
ponowane sg rozne rozwigzania techniczne warunkéw mieszania. Najczesciej
stosuje sie zmodyfikowane mieszadta o duzych wymiarach i zmienionym
ksztatcie (np. rys. 5C) oraz niskie obroty (34-36).

W klasycznych bioreaktorach wyposazonych w mieszadta tarczowe z pta-
skimi topatkami (turbina Rushtona, rys. 5A) w strefie pracy wfmika wystepuje
mieszanie burzliwe i duze sity Scinajgce. W innych strefach bioreaktora mie-
szanie ma charakter bardziej tagodny: moga tworzy¢ sie nawet strefy martwe
o zlej wymianie masy i sedymentacji komoérek. Przeciwtenstwem turbiny
Rushtona jest mieszadto $migtowe (rys. 5B), zapewmiajgce warunki laminar-
nego przeptywu i dobrego makromieszania w catej objetosci zawiesiny. W po-
taczeniu z rurg cyrkulacyjng i odpowiednio uksztattowanym dnem, mieszadia
te stwarzajg bardzo zachowawcze warunki hodowli komorek.

Obecnie, po wielu latach przeprowadzonych doswiadczen, problem warun-
kéw mieszania i wrazliwosci komorek roslinnych na sity Scinajace w biore-
aktorach mieszadtowych analizowany jest szerzej, z uwzglednieniem réznych
aspektow. Okazato sie np., ze wo-azliwos¢ komorek réznych roslin tub nawet
selekcjonowanych linii komorkowych tej samej rosliny moze sie znacznie roz-
ni¢. Znane sa kultury komérkowe o duzej odpornosci mechanicznej (37). Poza
tym, komérki w hodowli zawiesinowej majg tendencje do wystepowania w wie-
kszych skupieniach (ktaczkach). Intensywne mieszanie mechaniczne ograni-
cza ich rozwoj i zapewnia utrzymanie bardziej homogennej zawtesiny. Dobor
warunkoéw mieszania pozwala na kontrolowanie wielko$ci i zwartosci kilacz-
kéw, a posrednio wpltywa na wiasciwosci reologiczne zawtesiny. Wielkos¢ kia-
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przegrody zawiesina powietrze

Rys. 6. Obrotowy bioreaktor
bebnowy.

rolki

czkéw lub bardziej trwatych agregatéw moze wpltywac na efektywnos$¢ procesu
technologicznego.

4.1.2. Bioreaktory typu airlift

Sposréd opraeowanych typow bioreaktoréw z pneumatycznym mieszaniem,
rozwigzaniem szczego6lnie zalecanirm do hodowli komoérek roslinnyeh jest bio-
reaktor airlift z eyrkulaejg wewnetrzng (rys. 5F,G), prostszy w budowie i tanszy
w eksploataeji od bioreaktora mieszadtowego, a rownoczes$nie zapewniajacy bar-
dziej jednorodne warunki pracy (mieszania) i zdefiniowany charakter przeptywu
zawiesiny w poréwnaniu do kotumny z betkotkg (rys. 5E). Przeph” ten jest
podobny jak w bioreaktorach z mieszadtem $migtowym, a réwnoczesnie nie
wystepuja trudnosci z uszczetnianiem watu mieszadta. Duzg zaletg bioreakto-
row typu airlift jest mate zuzycie moey na mieszanie. Korzystnym rozwiazaniem
jest zmiana kierunku przeptywu zawiesiny (wynoszenie na zewnatrz i opadanie
wewnatrz ruiy cyrkulacyjnej) oraz zastosowanie wiekszej sredniey w gornej eze-
éci bioreaktora (rys. 5G). Zmniejsza to tendeneje pienienia sie hodowh, wyno-
szenia komorek do strety piany i osadzainia sie ich na $cianie bioreaktora (38).

Interesujgeym rozwigzaniem jest hybrydowy bioreaktor typu airlift cell-lift
(39), w ktérym stmmienn pecherzykdéw powietrza wprowadzany jest do biore-
aktora eentratnie w stosunku do wirujgcego eytindra z otwartymi reimionami.

Rys. 5. Podstawowe typy bioreaktorow; A-C i E - I: bioreaktory do proceséw z komdrkami
w zawiesinie, D i K- L: bioreaktoiy do proceséw z komdrkami immobilizowanymi; 1 — wlot
powietrza, 2 — oksygenator.

A — Kklasyczny bioreaktor mieszadtowy z turbing Rushtona, B — bioreaktor z mieszadiem
Smigtowym i rura cyrkulacyjng, C — bioreaktor z mieszadtem przystosowanym do zawiesin ko-
morek roslinnych, D — bioreaktor mieszadtowy ze ziozem komdrek immobilizowanych, E —
bioreaktor kolumnowy z betkotkg, F — klasyczny bioreaktor typu airlift z obiegiem wewnetrz-
nym, G — bioreaktor typu airlift z odwrdconym kierunkiem cyrkulacji zawiesiny i rozszerzong
czescig gérng, H — bioreaktor typu airlift, z obiegiem zewnetrznym, | — bioreaktor typu airlift
cell-lift z wirujaca rura cyrkulacyjng spetniajaca rowniez role mieszadta, K — bioreaktor kotum-
nowy ze ztozem upakowanym, L — bioreaktor kolumnowy ze ztozem upakowanym i recyrkulacjg
zewnetrzng cieczy napowietrzanej w oksygenatorze, M — sekcyjny bioreaktor kolumnowy ze
ztozem upakowanym, N — bioreaktor typu airlft ze ztozem komdrek immobilizowanych.
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spetniajagcego réwnoczesnie funkcje rury cyrkulacyjnej i mieszadta. Przy sto-
sunkowo niskich obrotach uzyskuje sie dobre wymieszanie i natlenienie zawiesiny.

4,1.3. Bioreaktory bebnowe

Poziomy beben obracajacy sie na rolkach (rys. 6), wyposazony w wewne-
trzne przegrody zapewnia dobre natlenienie hodowli o duzej gestosci komorek
przy matym stresie hydrodynamicznym (34, 40). Tanaka i wspét. (40) w prze-
prowadzonych badaniach z Lithospermum erythrorhizon wykazali przewage bio-
reaktora bebnowego nad mieszadtowym oraz typu airlift. Konstrukcja ta nalezy
jednak do rozwigzan, ktore nie rokujg obecnie perspektywy zgstosowan prze-
mystowych, gtéwnie z uwagi na ograniczone mozliwosci powiekszania skali.

4.2. Bioreaktory do komorek immobilizowanych

Z uwagi na gromadzenie sie ros$linnych metabolitéw najczesciej wewnatrz
komoérek, immobilizowane komorki roslinne nie stanowig atrakcyjnego modelu
badawczego, a tym bardziej technologicznego dla proceséw biosyntezy. Od-
miennie przedstawia sie sytuacja w obszarze biotransformacji substratéw eg-
zogennych. Produkty takich biotransformacji sg zazwyczaj transportowane
poza komoérka, co w pelni uzasadnia uzycie komérek immobilizowanych; ce-
lem immobilizacji jest bowiem przede wszystkim ich powtérne (wielokrotne)
uzycie. Zasadnicze rozwigzania konstrukcyjno-technologiczne proponowane
w tym zakresie przedstawiono w zestawieniu 2.

Zestawienie 2
Bioreaktory do proceséw z uzyciem komérek immobilizowanych

Sposoby immobilizacji:
typy bioreaktorow

Zamykanie w zelu lub w innych materiatach porowatych:
« modyfikacje bioreaktoréw mieszadlowych
« bioreaktory kolumnowe airlift
 bioreaktory kolumnowe ze ztozem fluidalnym
 bioreaktory kolumnowe ze ztozem upakowanym

Immobilizacja w/na materiatach widknistych:
» modyfikacje bioreaktoréw airlift
» modyfikacje bioreaktoréw mieszadlowych

Immobilizacja w systemach membranowych:
« bioreaktory z membranami ptaskimi
« bioreaktory z wydrgzonymi witéknami hollow fiber

Samoimmobilizacja — agregaty komorkowe:
* bioreaktory airlift
* bioreaktory ze ztozem fluidalnym

Korzenie, korzenie transformowane
« modyfikacje bioreaktoréw mieszadlowych
* bioreaktory airlift i ich modyfikacje
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4.2.1. Bioreaktory kolumnowe

Szeroko wykorzystywana jest teehnika immobilizaeji w kuleezkaeh Zzelo-
wyeh, np. w alginianie wapnia. Do takiej formy biokatalizatora zalecane sg
szczegOlnie bioreaktory kolumnowe typu airlift (lys. 4F) lub ze ztozem flui-
dalnym i recyrkulacjg zewnetrzng (34, rys. 4L). Te ostatnie uzywane sg row-
niez do proceséw z agregatami komorkowymi, powstajacymi w procesie samo-
immobilizaeji (35).

Jezeli uzywane sg bioreaktory kolumnowe ze ztozem upakowanym, wow-
ezas podczas powiekszania skali wykonuje sie bioreaktory sekeyjne (rys. 4M)
z przegrodami (siatkami) na kilku poziomach z uwagi na wysokos¢ ztoza i jego
ograniczong wytrzymatos¢ mechaniczng na Sciskanie. Kotumny takie propo-
nowane sg jako bioreaktory z recyrkutaeja tub przeptywowe do pracy ciagtej.

Bioreaktory ze ztozem upakowanym tub fluidalnym sag szczegdlnie przy-
datne w procesach biotransformacji, w ktérych nie zaehodzi wymiana gazowa
(oddychanie). W procesaeh biosyntezy, wymagajacych dobrego natlenienia,
ztoza upakowane sa nieprzydatne. Zioza fluidalne moga by¢ utrzym}rwane
pneumatycznie — przez wprowadzanie strumienia powietrza (rys. 5K) lub
hydraulieznie — w wyniku recyrkulaeji cieezy (rys. 5L) z odpowiednia szyb-
koseig. W drugim rozwigzaniu natlenianie eieezy proponuje sie w zewnetrz-
nym oksygenatorze (35).

W bioreaktoraeh fluidalnych oraz typu airlift wystepuje $cieranie sie ku-
leczek zelowyeh, eo bardzo ogranicza ich przydatno$¢ do proceséw przemy-
stowych. Proponowane sg bioreaktory z kuleczkami umieszczonymi w klat-
kach z siatki ze stali kwasoodpomej (40). Dla komérek immobilizowanyeh
w materiatach wloknistych réwniez zateeane sga zmodyfikowane bioreaktory
airlift ze ztozem statym (rys. 5N, 39). Proces rozpoezyna sie od hodowli za-
wiesinowej, a w miare uptywu czasu hodowli zachodzi immobilizacja komérek
wewnatrz materiatu wiéknistego (41).

4.2.2. Bioreaktory mieszodtowe

Scieranie sie kuleezek oraz dodatkowo uszkadzanie ieh przez miesz:adto jest
podstawowym problemem technieznym w bioreaktoraeh mieszadtowyeh. Podo-
bnie, jak w omoéwionyeh modyfikaejach bioreaktoréw typu airlift, rowniez w bio-
reaktoraeh mieszadtowyeh zastosowano podobne rozwigzania. Kuleezki zetowe
lub inne formy materiatdw porowatych z komérkami umieszcza sie wewnatrz
specjalnych klatek, przez eo nie sg one narazone na zniszczenie. Stosujge im-
mobilizaeje w materiatach widknistych, nieruchome wklady z tyeh materiatow
réwniez umieszcza sie poza strefg pracy mieszadla (42,43, lys. 5D).

4.2.3. Bioreaktory membranowe

Bioreaktory membranowe (rys. 7) proponowane do hodowli komdrkowych
rozwigzujg problem immobilizaeji komoérek, réwnoczes$nie z uzyskaniem ma-
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ksymalnego ich zageszczenia, mozliwego w warunkach technicznych. Cata
masa komoérkowa jest zamknieta w przestrzeni pomiedzy poétprzepuszczalnymi
membranami. Jest ona wczesniej hamnozona w hodowli zawiesinowej. Wy-
miana substratow i produktow biotransformacji zachodzi w procesie dyfuzji
przez membrane o odpowiednio dobranych porach. Dostepne sg produkty
wielu firm wytwarzajacych zestawy do mikro- i ultrafiltracji. Materiat, z kto-
rego wykonana jest membrana musi by¢ termostabilny ze wzgledu na warunki
sterylizacji bioreaktora. Yoon i Prenosil (44) zastosowali, np. membrany poli-
propylenowe o porach rzedu 0,04 mm (stopieh porowatosci 45%), produko-
wane przez Celanase Corp., USA.

Bioreaktory z membranami ptaskimi (rys. 7A-C) moga by¢ wyposazone
w jedng, dwie lub wiecej membran; omoéwienie tych rozwigzan zawarte jest
w pracy Pandy i wspot. (34). Do bardziej interesujgcych nalezy bioreaktor
z trzema membranami (rys. 7C), zapewniajgcymi wymiane substratu i pro-
duktu w fazie wodnej, ekstrakcje produktu poza bioreaktor oraz wymiane
gazowg (02, CO2). Jednakze nalezy stwierdzi¢, ze bioreaktory z ptaskimi mem-
branami nie sg najbardziej korzystnym rozwigzaniem, jezeli podczas procesu
wystepuje intensywne oddychanie komorek. Zasadnicze bariery stwarza row-
niez powiekszanie skali tych bioreaktoréw. Problemem technicznym moze by¢
duza gestos¢ komarek i zwigzane z tym utrudnione warunki d3rfuzji substratu
i produktu. W bioreaktorach z membranami ptaskimi ogranicza to grubos¢

pozywka wiokna
komorki ///
t
—> pozywka > membrana
C powietrze
komorki - \ membrana
‘' membrana

pozywka  ekstrakt

Rys. 7. Bioreaktory membranowe: A-C: bioreaktory z membranami ptaskimi, D: bioreaktory
z wydrazonymi widknami (hollow Jiber], E,F: Kierunki transportu substratév/ i produktéw przez
membrany, ktérymi sa $cianki widkien: objasnienia w tekscie.
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warstwy biomasy i prowadzi do budowy bioreaktoréw wielowarstwowych
(wielomembranowych).

Alternatywnym rozwiazaniem jest bioreaktor rurowy z wigzka wydrgzonych
wiokien (hollow Jiber reactor, rys. 7D). Wiazka widkien o $cianach mikroporo-
watych umieszczona jest w rurze, ktérej konce zakonczone sg podwdjnymi
$cianami. W $cianach wewnetrznych mocowane sg wydrgzone wiokna, tj. rur-
ki, przez ktére przeptywa roztwér substratu. Komorki umieszczone sg naj-
czesciej w przestrzeni miedzyrurkowej. Z uwagi na moztiwg duzg ticzbe wio-
kien (kitkadziesigt tub nawet ponad sto) umieszczonych wewnatrz ztoza ko-
moérek, wymiana masy w catym ukladzie jest utatwiona. Z dwdch moztiwych
uktadow: a) jedna wiazka wiodkien doprowadzajaca substrat i odprowadzajaca
produkt (rys. 7E), b) dwie wigzki witokien — jedna zasitajgca, druga odpro-
wadzajgca (lys. 7F), znacznie efektywniejszy jest ukiad drugi.

Dotychczas, modete bioreaktorow membranowych dia komérek rostinnych
badane sg w malej skali taboratoryjnej. Moztiwosé ich produkcyjnego wyko-
rzystania zostata udokumentowana w biotechnotogii komérek zwierzecych (45).

5. Uwagi koncowe

Biotechnotogie z wykorzystaniem rostinnych kuttur komérkowych in vitro
sg przedmiotem prac ticznych zespotow. Gtéwny nurt badan dotyczy procesow
biosyntezy de novo biotogicznie czynnych metabotitobw wtornych. Sposrdd
mniej niz dziesieciu technotogii opracowanych do wdrozenia, prawdopodobnie
tytko 2-3 zostaty wdrozone do produkcji. Sa to: otrzymywanie szikoniny,
biomasy zenszenia, metytodigoksyny. Tylko ostatnia technologia jest procesem
biotransformacji. Spos$réd wielu przyczyn powolnego rozwoju przemystowej
biotechnotogii komoérek rostinnych, obok niewietkiego jeszcze stopnia znajo-
mosci i moztiwosci wykorzystania genetycznych i metaboticznych uwarunko-
wan procesow komoérkowych, natezy wymienié niska szybkos$¢ wzrostu i dtugi
czas hodowli komodrek in vitro oraz gromadzenie wigkszosci interesujacych
produktow wewnatrz komorek.

Na tym tle korzystnie pod wzgledem technologicznym prezentuje sie mo-
zliwos¢ prowadzenia procesdw biotransformacji. Komérki roslinne ze swoim
bogatym aparatem enzymatycznym, moga prowadzi¢ bardzo réznorodne prze-
ksztatcenia, po~alajace na otrzymanie zwigzkéw chemicznych o pozadanych
wiasciwosciach. Substraty i produkty proceséw biotransformacji najczesciej
sg transportowane przez btone komorkowa. Moztiwe jest ponadto odwracalne
tub trwale zwiekszenie przepuszczatnosci blony. Zabieg ten jest szczeg6inie
korzystny w potgczeniu z immobitizacjg komorek, ktora stabitizuje ich aktyw-
nosé. W efekcie, technologia biotransformacji ma jeszcze jeden bardzo istotny
walor: raz wyhodowane komorki, po immobilizacji i innych obrébkach, moga
by¢ wykorzystywane wielokrotnie w skréconych o namnazanie cyklach pro-
dukcyjnych. W ocenie autoréw ten kierunek biotechnologii komadrek roslin-
nych zastuguje na znacznie wiekszg uwage niz dotychczas.
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Biotransformations using plant cell cultures.
Part Il - Process conditions

Summary

Biological and biochemical conditions of biotransformation processes, applications of cell

suspension, immobilised cells and enzyme preparations are discussed. The nature and form of
| biocatalysts determine the technical parameters of the process. Bioreactor systems for plant cell
biotechnology are presented.
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