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Biotechnology of insect cell tissue culture
Summary

The commercial exploitation of the baculovirus expression system for
heterologous protein or biopesticides production requires an efficient
large-scale cultivation method. This review summarized recent developments
concerning the scale-up of insect cell culture and baculovirus gene expression.
We described novel bioreactor systems (stirred tank bioreactor, bioreactor air-
lift and cell-lift, membrane bioreactor), culture modes (batch, fed-batch, contin-
uous) and different strategies used for cell cultivation and baculovirus replica-
tion.
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1. Wstep

W ostatnich latach zanotowano wzrastajgce zainteresowanie
kulturami komérkowymi owaddéw. Szacuje sie, ze hodowle ko-
morek owadzich prowadzone sg przez co najmniej 2000 labora-
toriow na catym Swiecie (1). W badaniach wykorzystywanych jest
ponad 400 ciggtych linii komdrkowych pochodzacych od okoto
stu gatunkow owadow. Duza popularno$¢ kultur owadzich zwigza-
na jest z ich wykorzystaniem do replikacji bakulowiruséw stoso-
wanych jako bioinsektycydy lub wektory ekspresyjne.

Duza wrazliwos¢ komorek owadzich na stresowe czynniki
Srodowiskowe oraz ich wysokie wymagania zywieniowe stano-
wig powazng trudno$¢ w powiekszaniu skali hodowli. Odmienne
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warunki hodowli panujace w kolejnych etapach powiekszania skali stanowia o ko-
niecznosci adaptacji i optymalizacji wzrostu kultury w kazdym naczyniu hodowla-
nym o zréznicowanej objetosci. Wyniki uzyskane we wstepnych badaniach optyma-
lizacyjnych, prowadzonych w skali laboratoryjnej, utatwiajg wyb6r odpowiedniej
konstrukcji bioreaktora oraz najbardziej efektywnej metody produkcji bioprepara-
tu. Wspdtczesna biotechnologia umozliwia prowadzenie hodowli komérek zwierze-
cych w skali dochodzacej do 10 tys. litrdw. Nalezy jednak podkresli¢, ze dotychczas
przewazata tendencja do stosowania bioreaktoréw matych, o objetosci nie przekra-
czajagcej 2-3 tys. litrow. Wynikato to z wysokich kosztéw pozywek i obaw o pono-
szenie zbyt duzych strat w przypadku zakazen, a takze trudnosci technologicznych
zwigzanych z utrzymaniem odpowiedniej gestosci komorek oraz wiasciwym napo-
wietrzeniem pozywki przy ograniczonym stresie mechanicznym. Stad wiekszos¢
wytworni biotechnologicznych wyposazona jest w duzg liczbe matych bioreaktoréw
pracujagcych metoda okresowa.

W pracy przedstawiono systemy bioreaktorowe stosowane do hodowli komorek
owadzich, opisano réwniez metody hodowli i podstawowe problemy biotechnolo-
giczne zwigzane z ich zastosowaniem.

2. Systemy hodowli komérek owadzich w duzej skali

Pierwszymi systemami do hodowli komérek owadzich na duzg skale byty butle
obrotowe o powierzchni wzrostu 600-1600 cm” (2). Weiss i in. (1981a) stosujac tego
rodzaju naczynia i zmodyfikowany poétautomatyczny system hodowli uzyskali gestos-
¢i komorek na poziomie 3 x 10%cm” oraz ciata okluzyjne wirusa (poliedry) w ilosci
9 x 10Mcm”™ pozywki (3). Weiss i Vaughn (4) dla zwiekszenia powierzchni dostepnej
do wzrostu komdrek owadzich wykorzystali naczynie wyposazone w spiralny rdzen.
System oferowat powierzchnie wzrostu 9500 cm” przy objetosci bioreaktora 1,7 dm”
oraz mozliwo$¢ dozywiania kultury i odprowadzania metabolitéw wtérnych w spo-
sOb ciaggly. Przy zastosowaniu szybko$ci rozcienczania 25 cm” na godzine osiagnie-
to 2,3 x 10" poliedréw w cm”® pozywki (4).

Ze wzgledu na zdolnos¢ kultur owadzich do wzrostu w zawiesinie, wiekszo$¢
badan nad uktadem komoérki owadzie/bakulowirusy (BSE) wykonywana jest z wyko-
rzystaniem prostych naczyn hodowlanych wyposazonych w mieszadta magnetyczne,
tzw. spinneréw. Zastosowanie tego typu urzadzen pozwala na prowadzenie hodow-
li w objetosci maksymalnie 3 dm” i uzyskanie gestosci populacji komérkowej na po-
ziomie 2-3 x 10" kom./cm” (5). Gtdwnym czynnikiem limitujacym wzrost komdrko-
wy jest w tym przypadku niewystarczajgca ilos¢ tlenu w pozywece. Stwierdzono, ze
wraz ze wzrostem skali hodowli maleje stosunek powierzchni wymiany gazowej do
objetosci kultury, tym samym obniza sie wydajnos¢ transferu tlenu i liczebnos¢ po-
pulacji komérkowej nie podlegajacej tlenowym ograniczeniom. Szybko$¢ transferu
tlenu w 3-litrowym spinnerze zostata okre$lona jako 0,6 h'h Warto$¢ ta nie powo-
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dowata ograniczenia tempa namnazania komdrek Spodoptera frugiperda (Sf-9) tylko
do poziomu 0,7 x 10" kom./cm” (6).

W ostatnim dziesiecioleciu ukazato sie wiele prac nad BSE wykorzystujacych caty
szereg réznorodnych typéw bioreaktoréw, takich jak reaktory z mieszaniem mecha-
nicznym, pneumatycznym czy membranowym.

2.1. Bioreaktor z mechanicznym sposobem mieszania

Do hodowli komdérek owadzich znajdujg zastosowanie klasyczne reaktory stoso-
wane w procesach mikrobiologicznych, po dokonaniu niewielkich zmian konstruk-
cyjnych. Zmiany te polegajg przede wszystkim na wymianie mieszadet turbinowych
na mieszadta typu Sruby okretowej, generujace najmniejsze sity $cinajace, a tym sa-
mym wywotujace najmniejsze uszkodzenia komdrek (7). Opisywany system zapew-
nia dobre mieszanie, pozwalajace na uzyskanie wysokiego stopnia homogennosci
kultury. Bioreaktory z mechanicznym sposobem mieszania byly stosowane w ho-
dowlach wielkoskalowych przez wielu autoréw (8-13). Na podstawie doswiadczen
zdobytych przez wymienionych autoréw mozna stwierdzi¢, ze przy powiekszaniu
skali hodowli, na kolejnych jej etapach uzyskuje sie coraz to nizsze gestosci popula-
cji komorkowych o obnizonej przezywalnosci. Wszyscy autorzy osiggneli w petni
zadowalajace rezultaty przy zastosowaniu fermentoréw o objetosci nie przekra-
czajacej 5 dm”. Jednoczesnie wskazujg oni, ze waznym parametrem, ktéry nalezy
uwzgledni¢ przy optymalizacji kazdej hodowli, jest szybko$¢ mieszania. Krytyczng
warto$¢ dla tej wielkosci oszacowano na 270 obrotéw na minute. Cruz i in. (12)
stwierdzili, ze przekroczenie tej granicy powoduje ograniczenie szybkosci wzrostu
komérek owadzich, natomiast mieszanie kultury z szybkoscig 335 obr./min catkowi-
cie hamuje jej rozwoj.

2.2. Bioreaktor z pneumatycznym sposobem mieszania (airlift)

W celu zminimalizowania efektow dziatania sit $cinajacych, powstajacych na kon-
cach mieszadta korzystnym rozwigzaniem jest zastosowanie bioreaktora z pneuma-
tycznym mieszaniem cieczy typu airlift. Fermentory airlift zapewniajg tagodng cyrku-
lacje kultury i wysoka wydajnos¢ transferu tlenu do pozywki. Maiorella i in. (6)
stwierdzili, ze wraz ze wzrostem skali hodowli rosnie wydajnos$¢ transferu tlenu
(KLa). Warto$¢ wspdtczynnika KLa dla hodowli prowadzonej w objetosci 90 dm”
oszacowano na 3 h i byla ona dwukrotnie wyzsza niz dla hodowli 21-litrowej.

W $wiatowej literaturze istniejg doniesienia promujace zastosowanie reaktorow
typu airlift o pojemnosci wiekszej niz 5 dm” do hodowli kultur owadzich (5,14-17).
Weiss i in. (5) do namnazania komdrek Sf-9 stosowali trzy bioreaktory airlift o po-
jemnosciach 5, 10 i 40 dm”. Naukowcy stwierdzili, ze wraz ze wzrostem skali ho-
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dowli maleje gestos¢ komorek uzyskiwana w plateau kultury. W fermentorze 5-litro-
wym otrzymano maksymalnie 6,4 x 10 kom./cm”, natomiast w 40-litrowym
2,4 X 10 kom./cm”.

Odmienne rezultaty badar uzyskali Barkhem i in. (15) oraz Shah i in. (18), ktorzy
zajmowali sie poréwnaniem wzrostu komérek Sf-9 oraz wydajnosci ekspresji obce-
go biatka w reaktorach airlift 2- i 100-litrowym oraz 5- i 30-litrowym. Autorzy stwier-
dzili, ze kinetyka procesu oraz parametry hodowli (czas podwojenia liczby komé-
rek) na obu etapach sg bardzo do siebie zblizone. Barkhem i in. (15) uzyskali row-
niez poréwnywalny poziom produkcji zrekombinowanego biatka (spadek ilosci syn-
tetyzowanego biatka w 100 dm” bioreaktorze wynosit okoto 20%). Satysfakcjonujace
rezultaty hodowli w opisywanym systemie uzyskali rowniez McGlynn i in. (17), kt6-
rzy oszacowali maksymalng liczbe komoérek Sf-9 na poziomie 9x10” kom./cm”.
Zdecydowanie nizsze produktywnos$ci stwierdzili Besile i in. (16), otrzymujac
w 15 dm” reaktorze gestosci komoérek Trichoplusia ni (Tn-368) w zakresie od 1 do
2 X 100 kom./Jem™. W tym przypadku, nizsza wydajnos¢ produkcji mogta byc
zwigzana z zastosowaniem pozywki bezsurowiczej i odmiennej linii komérkowej,
wykazujacej mniejszy potencjat wzrostu w hodowlach zawiesinowych.

Niekorzystnym zjawiskiem dotyczacym tego typu reaktorow sg duze sity hydro-
dynamiczne, zwigzane z procesem napowietrzania (19-21). Stwierdzono, ze podsta-
wowa przyczyna $mierci komorek w tego typu bioreaktorach jest rozrywanie peche-
rzykéw powietrza na granicy fazy gazowej i ciektej. Wszyscy autorzy zaobserwowa-
li, ze komérki posiadajg zdolnos¢ adhezji do powierzchni pecherzykéw powietrza.
Zaadsorbowane komorki wraz z pecherzami powietrza sg unoszone ku gérze, gdzie
na powierzchni pozywki formujg warstwe piany. Pecherzyki pod powierzchnig cie-
czy tA"orza wzniesienia i otaczajg sie cienkim ptynnym filmem. Film stajac sie coraz
cienszy w koncu zanika i dochodzi do rozerwania pecherzyka na granicy miedzyfa-
zowej. Rozrywaniu pecherzykdéw powietrza towarzyszg duze sity hydrodynamiczne
powodujgce uszkodzenia i $mieré komérek. Udowodniono, ze duze pecherze po-
wietrza generujg zdecydowanie mniejszy stres hydrodynamiczny niz pecherze mate
(19,21). Sity hydrodynamiczne zwigzane z pekaniem pecherza o $rednicy 0,7 mm
moga by¢ 100 razy wieksze niz sity towarzyszace rozrywaniu pecherza o $rednicy
6,7 mm. Stres wywotany peknieciem pecherza moze osigga¢ wartos¢ nawet
3000 D/cm”, podczas kiedy przyczyna lizy komorek moze byc¢ sita 12 D/cm” (21). Au-
torzy prac nad interakcjami pomiedzy komdrkami a pecherzykami powietrza stwier-
dzili, ze dodatek do pozywki takich zwigzkdw jak metyloceluloza czy Pluronic F-68
powoduje wzrost odpornosci komdrek na stres hydrodynamiczny. Ostonowe dzia-
fanie tych substancji polega na zapobieganiu adhezji komoérek do pecherzy powie-
trza lub cienkiego filmu powstajagcego na ich powierzchni na granicy dwéch faz. Ma-
iorela i in. (6) stwierdzili, ze 0,\% dodatek Pluronic F-68 skutecznie chroni komdrki
przed uszkodzeniem wywotanym zaréwno stresem hydrodynamicznym, jak i me-
chancznym, a takze zapobiega tworzeniu piany w czasie hodowli i peini role czyn-
nika przeciwpiennego. Autorzy uzyskali w 21-litrowym bioreaktorze airlift stosun-
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kowo duze gestosci komdrek Sf-9 wynoszgce 5 x 10%cm” oraz wysoki poziom pro-
dukcji czynnika stymulujacego kolonie ludzkich makrofagow, siegajacy 40 mg/dm”,
co byto poréwnywalne z wynikami otrzymanymi w 100 cm”™ hodowli nie wzbogaca-
nej w tlen prowadzonej w naczyniu typu spinner. Opisane rezultaty osiggnieto przy
szybkosci napowietrzania 420-1260 cm”/min i $rednicy pecherzykéw powietrza
w granicach od 0,5 do ! ¢cm (6). Stosunkowo wysokie produktywnosci zrekombino-
wanego biatka (30 mg/dm”) uzyskano w prostym i tanim, litrowym bioreaktorze ko-
lumnowym z pecherzykowym napowietrzaniem i mieszaniem hodowli (14).

Autorzy prac nad BSE zwracaja uwage na mozliwos¢ wyposazenia bioreaktoréw
w systemy napowietrzania, nie powodujace formowania pecherzykoéw gazu. Akhno-
ukh i in. (22) zastosowali do napowietrzania 10-litroweJ hodowli komdrek owadzich
system 15-metrowych silikonowych wezy przepuszczalnych dla tlenu. W omawia-
nym systemie komorki Spodoptera frugiperda (Sf-9) osiagnety w plateau hodowli ge-
stos¢ od | do 5 x 10%cm” (22).

2.3. Bioreaktor z napowietrzaniem membranowym

Kolejng alternatjw"g dla tagodnego napowietrzania Jest zastosowanie ruchomych
mikroporowatych, polipropylenowych membran typu hollowfibre (23,24). jaeger i in.
(23) zastosowali ten system do hodowli kilku zwierzecych linii komoérkowych, w tym
trzech owadzich: Sf-21 i Drosophila (Kc i Schneider-2). W hodowlach okresowych
uzyskano nastepujace koncentracje komorek, dla Sf-21 - 1,8 x 10%cm”, dla K¢ -
6.2 x 10Mcm” i dla Schneider-2 - 1,2 x 10%cm”. Prowadzenie hodowli metodg
ciagta pozwolito na zwiekszenie gestosci komdrek odpowiednio dla Sf-21 do
1.2 x 10Mcm”, dla Kcdo 1,6 x 10%cm” i dla Schneider-2 do 3,1 x 10*cm”(23).

jaeger i Kobold (24) prowadzili badania poréwnawcze nad hodowlg komorek
Sf-9 i ekspresjg interleukiny-2 w tradycyjnych spinnerach z powierzchniowym napo-
wietrzaniem i w tzw. superspinnerach, wyposazonych w mieszadto z hydrofobowg
polipropylenowa membrang napowietrzajaca, juz po 24 godzinach hodowli w trady-
cyjnych spinnerach autorzy zaobserwowali obnizenie szybkosci podziatéw komor-
kowych, wynikajacych z niedoboru tlenu. Ograniczeri tlenowych nie zanotowano
w hodowlach napowietrzanych membranowe i osiggnieto w nich pieciokrotnie wyz-
sze gestosci komdrek, wynoszace ponad 3 x 10%cm”. Podobnie, zbyt mate nasyce-
nie pozywki tlenem powodowato znaczne obnizenie skutecznosci infekcji, szybkos-
ci replikacji wirusa i poziomu produkcji zrekombinowanego biatka. Wydajnos$¢ syn-
tezy interleukiny-2 w superspinnerze byla okoto 23 razy wieksza niz w spinnerze
tradycyjnym. Ponadto, za dodatkowa zalete systemu membranowego autorzy uznali
brak koniecznosci stosowania $rodkéw przeciwpiennych, ktére moga negatywnie
wptywaé na sekrecje biatka i utrudnia¢ Jego pozyskiwanie (24).

Systemy bioreaktorowe wykorzystujace napowietrzanie membranowe sg niewat-
pliwe Jednymi z najlepszych rozwiagzan, pozwalajgcymi na uzyskanie kultur o du-
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zych gestosciach i wysokich przezywalno$ciach komdrek. Jednakze wysoki koszt
men bran i mozliwos$¢ ich zapychania oraz wymagana duza pojemnos$¢ reaktorow
znacznie ograniczajg zastosowanie tego systemu na duzg skale.

2.4. Bioreaktory ze ztozem upakowanym

VI Swiatowej literaturze spotyka sie doniesienia o zastosowaniu w BSE bioreakto-
row ze ztozem upakowanym. Technologia zwigzana z zasiedlaniem nosnikéw moze
byé przydatna tylko do hodowli komérek owadzich, wykazujacych stosunkowo duze
zdolnodci adhezyjne. Shuler i in. (25) wykorzystali system ziozony z reaktora wy-
petnionego szklanymi kulkami o $rednicy 3 mm, potaczonego od géry i od dotu z ko-
lumng napowietrzajaca, umozliwiajgca cigglg cyrkulacje pozywki na zasadzie airlift.
Auto'zy w opisywanym uktadzie uzyskali wysoki poziom produkcji p-galaktozydazy
(200 ug biatka/l 0"kom.) przez silnie adherentne komdrki Trichoplusio ni (Tn-5B1-4), in-
fekowane zrekombinowanym wirusem AcNPV (25). Wyzsza wydajnos¢ ekspresji P-ga-
laktozydazy stwierdzili Kompier i in. (26), ktorzy zastosowali do immobilizacji komé-
rek Sf-21 i upakowania reaktora widknisty poliestrowy nosnik powlekany poli-D-lizyng
(fibracel) o $rednicy 4 mm. Badacze stwierdzili wysokg produktywno$¢ bioreaktora
w hodowlach prowadzonych zaréwno na pozywce z 0% dodatkiem, jak i bez dodatku
surowicy. Maksymalne gestosci komorek Sf-21 uzyskane w 6smej dobie hodowli wy-
nosit/ 6x10” kom./cm”™ (26). Do immobilizacji komdrek owadzich wykorzystywano
rowniez mikronosniki dekstranowe typu Cytodex, zele alginianowe i kolagenowe, po-
rowaze szkto, widkna szklane. Niektorzy autorzy stosowali réwniez metode mikrokap-
sutkcwania oraz systemy cienkich wtoknistych membran typu hollowfiber.

Obok szeregu cennych zalet wynikajacych z zastosowania uktadéw immobilizowa-
nych jak wyzsza odporno$¢ komérek na stres panujacy w reaktorze, duza koncentra-
cja komorek oraz utatwiona ich separacja i prostsze oczyszczanie produktu wydziela-
nego do pozywki hodowlanej, zauwazono do$¢ istotne wady uniemozliwiajgce wy-
dajne ekspresje obcych genéw, jedna z nich sg ograniczenia pokarmowe zwigzane
z du:g gestoscig komorek. Niekorzystne warunki zywieniowe mozna wyeliminowac
poprzez zastosowanie uktadu w systemie ciggtym-perfuzyjnym, jednak ze wzgledu na
lityczny charakter BSE celowos$¢ takich procesdw jest dyskusyjna. Kolejng wadg tego
rodziju technologii jest obnizona skutecznos¢ infekcji, co zwigzane jest z utrudnio-
nym dostepem czastek wirusowych do powierzchni komorek owadzich (27).

2.5. Bioreaktor cell-lift
Boreaktor typu cell-lift oferuje wiele korzystnych wiasciwosci, wsrdd ktorych

mozra wyrozni¢ specjalny system mieszajacy, pozwalajacy na utrzymanie homogen-
nosci kultury przy zminimalizowanym stresie mechanicznym. Mieszadlo ma postac
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tuby zakoniczonej trzema wylotami, ktére podczas mieszania wywotujg w jej wne-
trzu niewielkie podci$nienie. Za pomocg wytworzonego cisnienia zawiesina komo-
rek zaciggana jest z dna naczynia do wnetrza tuby. Pozywka wraz z komdrkami
opuszcza mieszadto przez krécce usytuowane w jego gérnej czesci. Komorki opa-
dajg na dno naczynia, skad ponownie sg pompowane do gory. W ten sposob uzysku-
je sie prawidtowa cyrkulacje kultury i wysoki stopien jednorodnosci hodowli przy
niskich szybkosciach mieszania, wynoszacych 30-60 obr./min. Kolejng zaletg biore-
aktora cell-lift moze by¢ system membranowego napowietrzania. Gazy po przejsciu
przez filtr mikrobiologiczny sa wprowadzane do wnetrza mieszadta, gdzie dalej we-
drujg pomiedzy wewnetrzng Sciang mieszadta a membrang o porowatosci ! pm.
Wskutek bezposredniego kontaktu z pozywka nastepuje dyfuzyjne przenikanie czas-
teczek gazu do fazy cieklej. Tak zaprojektowany system napowietrzania hodowli za-
bezpiecza komorki przed niszczacym dziataniem pecherzykéw gazu.

Pomimo wielu korzystnych wiasciwosci oferowanych przez opisywany system
hodowli, niewiele jest publikacji na temat zastosowania tego typu bioreaktoréw do
hodowli komorek owadzich, produkcji zrekombinowanych biatek czy bakulowiruso-
wych biopreparatow. Wysokg przydatno$¢ bioreaktora cell-lift do hamnazania komo-
rek Sf-9 wykazano w pracach Carona i in. (28) oraz Weissa i in. (29). Badacze uzyska-
li w plateau hodowli odpowiednio 8 i 4,6 x 10" kom./cm™ w 5- i 4-litrowych bioreak-
torach (28,29).

3. Metody hodowli komérek owadzich

w praktyce realizowane sg trzy podstawowe metody hodowli kultur owadzich:
okresowa, okresowo-dolewowa i ciggta. Podstawowym kryterium oceny przydatnosci
wymienionych metod jest ich wptyw na wiasciwg szybko$¢ wzrostu i aktywno$¢ me-
taboliczng komorek.

3.1. Hodowle okresowe

Hodowle okresowe (batch culture) sa najczesciej stosowang metodg hodowli ko-
morek owadzich. Prostota tej techniki, wzgledy ekonomiczne i ograniczenie ryzyka
zakazen mikrobiologicznych zadecydowaty o jej szerokim zastosowaniu zaréwno
w warunkach laboratoryjnych, jak i przemystowych. Nalezy jednak zauwazy¢, ze me-
toda okresowa ma wady, z ktorych najwazniejszymi sg: zmienno$¢ Srodowiska
w czasie hodowli wynikajaca ze zmiany stezenia sktadnikdéw pokarmowych i nagro-
madzenia toksycznych metabolitow oraz stosunkowo niska gestos¢ kultury komér-
kowej, i - tym samym - niewielka produktywnos$¢ objetoSciowa bioreaktora.
W procesach okresowych nie wykorzystuje sie w petni potencjatu metabolicznego
komorek, gdyz optymalne warunki dla ich rozwoju utrzymywane sg tylko przez

182 PRACE PRZEGLADOWE



Biotechnologia komérkowych kultur owadzich

krotki czas hodowli. Jednym ze sposobdw redukcji tego problemu jest zastosowa-
nie okresowo-dolewowej, polciaglej lub ciagtej metody hodowli.

3.2. Hodowle ciggle

Wysoki koszt hodowli kultur owadzich spowodowat rosngce zainteresowanie
technologiami pozwalajagcymi na osiggniecie duzych gestosci komorek i wysokiegj
wydajnosci produkcji zaréwno bakulowiruséw, Jak i zrekombinowanych biatek. Daze-
nie do intensyfikacji bioprocesdw przyczynito sie do zwiekszenia popularnosci i co-
raz czestszego stosowania w BSE procesow ciggtych.

Diugoterminowe hodowle ciggle polegajg na statym zasilaniu kultury Swiezg
pozywka z Jednoczesnym usuwaniem zuzytego medium wraz z komérkami lub bez
komorek. Metoda ta Jest dostosowana gtownie do produkcji biomasy komdérkowej
lub JeJ pierwszorzedowych metabolitow. Wzrost komdrek odbywa sie caly czas
w logarytmicznej fazie wzrostu, przy catkowitym braku czynnikéw ograniczajacych
ich rozwdgj.

Najprostszg technologia proceséw ciagtych Jest zastosowanie reaktora przepty-
wowego ze statym dostarczaniem $wiezej pozywki i odbieraniem zuzytej wraz z ko-
morkami przy zachowaniu statej objetosci roboczej bioreaktora. Warunkiem utrzy-
mania hodowli ciggtej Jest zachowanie réwnowagi pomiedzy iloScig komorek wymy-
wanych i ponownie namnozonych w wyniku podziatow komorkowych. Szybko$¢
przeptywu pozywki powinna by¢ tak dobrana, aby zapewni¢ stata, wysoka koncen-
tracje komorek w bioreaktorze i utrzymanie hodowli w stanie chemostatu. W tym
przypadku gestos¢ komorek i stezenie substratu majg wartosci state, a zatem mier-
nikiem wiasciwej szybkosci wzrostu komdrek Jest szybko$¢ rozcienczania pozywki
(30).

Na podstawie danych literaturowych wskazuje sie na ograniczone mozliwosci
zastosowania ciagtych bioreaktorow przeptywowych do badan nad BSE. Autorzy
zgodnie stwierdzili, ze przyczyng spadku produktywnosci bioreaktoréw w miare
uptywu czasu hodowli Jest tzw. efekt pasazowania wirusa (31-33). Kompier i in. (32)
stosujgc cigglty dwustopniowy system hodowli, uzyskali przez pierwszych 25 dni
statg produkcje poliedréw, przez kolejne dni obserwowano wyrazny spadek wydaj-
nosci (55 i 26% komorek zawierajacych poliedry), a po 56. dniu hodowli stwierdzono
catkowite zahamowanie wytwarzania ciat wtretowych w Jadrach zakazonych komé-
rek (32).

Van Lier (33) stosowat ciggla metode hodowli do namnazania wirusa dzikiego
AcNPV oraz do syntezy zrekombinowanej (3-galaktozydazy. W celu podniesienia
efektywnosci procesu infekcji, do uktadu zaprojektowanego przez Kompiera i in.
(32) wprowadzit dodatkowe naczynie do namnazania wirusa. W celu zastosowania
trzeciego bioreaktora byto oddzielenie procesow infekcji i ekspresji genéw wiruso-
wych. Skutkiem takiej strategii byto zwiekszenie frakcji komorek zawierajacych po-
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liedry, lecz przy jednoczesnym obnizeniu produktywnosci. Niekorzystng cechg byto
wczesniejsze ujawnienie efektu pasazowania, co nastgpito juz po 2 tygodniach ho-
dowli. Ta sama grupa naukowcéw w badaniach nad syntezg p-galaktozydazy stwier-
dzita podobne zaleznosci. Przez pierwsze 25 dni hodowli autorzy obserwowali staty
poziom produkcji enzymu, a nastepnie w czterdziestym dniu hodowli jego gwattowny
spadek do minimum. Obnizonej ekspresji obcego genu towarzyszyto zredukowane
miano wirusa (33).

Do najnowoczesniejszych technik hodowlanych nalezy metoda perfuzyjna, pole-
gajaca na dostarczaniu do uktadu w sposéb ciggly Swiezej pozywki i usuwaniu zuzy-
tego ptynu, z zatrzymaniem komérek w bioreaktorze. Proces zasilania hodowli
pozywka prowadzony jest ze stalg szybkoscia, gwarantujgca niezmienny poziom
sktadnikéw pokarmowych. W zwigzku z tym, ze odbierany ptyn pohodowlany po-
zbawiony jest komorek, ich stezenie w czasie trwania hodowli wzrasta. Podsta-
wowg korzyscig wynikajaca z zastosowania perfuzyjnego systemu hodowli jest moz-
liwosé uzyskiwania wysokich gestosci komarek i duzych wydajnosci produkcji. Wy-
korzystanie tego systemu na duzg skale zwigzane jest z podwyzszonym ryzykiem
zakazen mikrobiologicznych (27,30).

jednym z najnowoczesniejszych systeméw stuzacych do hodowli perfuzyjnych
jest bioreaktor membranowy. Skada sie on z tradycyjnego bioreaktora potaczone-
go z modutem filtracyjnym. Porowato$¢ filtra membranowego zwykle wynosi
0,14-0,45 pm, co pozwala na zatrzymanie komorek. W ten sposéb przez ukiad
przeptywa pozywka, a komérki cyrkulujg w zamknietej przestrzeni bioreaktora i sys-
temu filtrujgcego (34).

W odniesieniu do komérek owadzich podobne uktady hodowlane opisali Tom
i in. (35), Caron i in. (36). Do hodowli komorek Sf-9 zastosowano bioreaktory o po-
jemnosciach 3 i 11 dm”™ wyposazone w mieszadta srubowo-wstegowe, sprzezone
z ptaskimi mikrofiltrami o przeptywie krzyzowym (0,3 pm, Filtron) (35). Natomiast
Caron i in. (36) wykorzystali 4 dm” bioreaktor typu cell-lift potaczony ze specjalnie
skonstruowanym stycznym separatorem membranowym do recyrkulacji komorek.
Autorzy badan uzyskali w ciggu 3-4 dni, przy szybkosci przeptywu 1,5-3,0 cm”/min,
koncentracje komérek na poziomie 1,5 x 10%cm”, zachowujac przy tym ich 98% zy-
wotnosc (36).

Do namnazania bakulowiruséw i produkcji obcych biatek metoda ciggla z zatrzy-
mywaniem komorek moga byé wykorzystane moduty hodowlane typu hollow fiber
(27). Reaktory hollowfiber wypetnione sg wieloma cienkimi kapilarami, ktérych Scia-
ny zbudowane sg z porowatych materiatdw przepuszczajgcych czasteczki o okresto-
nej Srednicy. Hodowane komorki przyczepiajg sie do powierzchni membran od zew-
netrznej lub wewnetrznej strony wiazki kapilar. W zalezno$ci od konstrukcji, wew-
natrz lub na zewnatrz kapilar przeptywa natleniona pozywka i dzieki porowatosci
§cian zachodzi transfer sktadnikéw pokarmowych i tlenu. Oddzielenie komoérek od
strefy zasilania Swiezg pozywka chroni kulture przed zakazeniem, dziataniem sit hy-
drodynamicznych oraz pozwala na prowadzenie procesu w sposob ciagty (34). Ukita-
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dy do namnazania komdrek owadzich i ekspresji genéw bakulowirusowych, wyko-
rzystujgce zewnetrzne wkiady filtracyjne hollow fibre zastosowali Guillaume i in.
(37), uzyskujac duza koncentracje komdrek wynoszaca 2 x 10*cm” oraz odpowied-
nio wysoka wydajnos¢ produkcji p-galaktozydazy réwng | g/dm” (37).

Innym rozwigzaniem konstrukcyjnym wykorzystywanym w BSE jest bioreaktor
z wewnetrznym, ruchomym modutem filtracyjnym (38-40). Weiss i in. (39) po dwu-
nastu dniach hodowli, przy szybkosci rozcienczania od 0,01 do 0,04 h ~ uzyskali ge-
stos§¢ komorek Sf-21 na poziomie 1,45 x 10Mcm” (39). Liczba komorek Sf-9 otrzy-
mana przez Kim i in. (40) w pigtym dniu hodowli, przy szybkosci przeptywu
0,01-0,06 h ~ wynosita 3-3,5 x 10°cm”. Autorzy oprocz Kinetyki wzrostu komérek,
badali réwniez wydajnos¢ syntezy p-galaktozydazy i stwierdzili, ze w miare zwiek-
szania szybkosci rozcienczania nastepowato dramatyczne jej zahamowanie. Przy-
puszcza sie, ze przyczyna tak drastycznego spadku sekrecji biatka mogt by¢ efekt
pasazowania wirusa lub efekt nadmiernej gestosci komorek (40).

Jaeger i in. (41) opisali inng konstrukcje bioreaktora stuzacego do hodowli ciag-
tych, prowadzonych w systemie perfuzyjnym. Podstawe stanowit tradycyjny reaktor
z mechanicznym mieszadtem wyposazonym w podwojng membrane filtracyjna,
umozliwiajacg tagodne napowietrzanie kultury oraz zatrzymywanie komdrek. Mak-
symalne gestosci komdrek uzyskane w tym ukfadzie byty bardzo wysokie i wynosity
55 x 10Mecm”, natomiast liczba zrekombinowanych biatek byfa tylko nieco wyzsza
niz uzyskana w hodowlach okresowych (41).

Korzystnym rozwigzaniem pozwalajgcym na state zasilanie kultury owadziej jest
hodowla komérek w formie zwigzanej z nosnikiem. Zastosowanie porowatej zywicy
poliwinylowej do immobilizacji kultury Sf-9 umozliwiato upakowanie 5,0 x 10" ko-
morek w cm” pozywki. Hodowla komdrek Sf-9 metodg perfuzyjng doprowadzita do
uzyskania wysokiej produktywnosci wiasciwej zrekombinowanej p-galaktozydazy
(42). Niestety proponowany przez autoréw system znajduje zastosowanie jedynie
do produkcji wirusa i biatek sekrecyjnych.

3.3. Hodowle okresowe z zasilaniem

Prowadzenie hodowli komérkowych metoda ciggta wigze sie z wieloma trudnos-
ciami natury technicznej i biologicznej, stad opracowano uktady posrednie, z jednej
strony zblizone do procesu ciggtego, a z drugiej stanowigce modyfikacje hodowli
okresowe;j.

Technika okresowo-dolewowa (fed-batch culture - FBC) polega na wprowadze-
niu do hodowli pod koniec fazy logarytmicznego wzrostu $wiezej pozywki lub mie-
szaniny najwazniejszych jej sktadnikéw. W tym przypadku poczatkowe wypetnienie
bioreaktora wynosi 30-50%, a kolejne porcje pozywki sg dostarczane ze stalg lub
zmienng szybkos$cig. W metodzie FBC wystepujg tylko dwie fazy cyklu komorkowe-
go: fazy logarytmiczne oddzielone krétkotrwatymi fazami adaptacyjnymi, zapoczat-
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kowanymi przez wprowadzenie $wiezej pozywki. Dlatego, hodowle okresowo-dole-
wowe, w poréwnaniu z hodowlami okresowymi, pozwalajg na uzyskanie Kilkukrot-
nie wiekszych gestosci komorek i produktywnosci bioreaktora (43,44) Na przykiad,
maksymalna liczba komorek Sf-9 w hodowli okresowej zostata oszacowana na
I X 10Mem” (45), natomiast w systemie okresowo-dolewowym na 3-*-5 x 10%cm”
(43,44).

Innym sposobem prowadzenia hodowli okresowo-dolewowej jest metoda
potciagta, ktéra realizowana jest przez okresowe odbieranie czesci hodowli i zastepo-
wanie jej porcjg Swiezej pozywki. Pionierami w zastosowaniu tej techniki w badaniach
nad BSE byli Hink i Strauss (46). Autorzy opisali proces wielostopniowej produkcji wi-
ruséw AcNPV w komérkach Tn-368 hodowanych w tradycyjnym reaktorze z mecha-
nicznym sposobem mieszania. System sktadat sie z kilku bioreaktoréw, gdzie w pierw-
szym z nich prowadzona byta kultura komérkowa, a w kolejnych odbywato sie namna-
zanie wiruséw. Co 24 godziny 50% hodowli z pierwszego naczynia przepompowywano
do kolejnego, a ubytek ptynu w obu reaktorach byt uzupetniany przez dodatek porcji
Swiezej pozywki. Autorzy badan stwierdzili duzg skutecznos$¢ infekcji i wysoki poziom
produkcji ciat wtretowych w pierwszych czterech etapach hodowli. Natomiast w pigtym
i sz6stym stadium zaobserwowali wyrazne zatamanie hodowli (46).

Zhang i in. (47) zastosowali dwustopniowy system hodowli. W pierwszym biore-
aktorze prowadzono hodowle komorek, w drugim proces produkcji transferazy
chloramfenikolu przez modyfikowanego genetycznie wirusa AcNPV. Po uzyskaniu
wysokich gestosci komérek (3,5 x 10" kom./cm”), 90% kultury przenoszono do na-
stepnego naczynia i poddawano procesowi infekcji. Pozostate 10% hodowli komor-
kowej wykorzystywano jako inokulum dla nastepnego cyklu produkcyjnego. W dru-
gim naczyniu, po zakonczeniu fazy adsorpcji wirusa do powierzchni komorek, pro-
wadzono separacje komérek technika membranowg i dokonywano wymiany zuzytej
pozywki na $wiezg. Pod koniec fazy produkcyjnej, wypompowywano zawarto$¢ bio-
reaktora i powtarzano caty proces od poczatku. Autorzy tej technologii uzyskali
staty poziom syntezy zrekombinowanego biatka siegajacy 250 mg/dm™ w czterech
kolejnych cyklach produkcyjnych, trwajagcych ponad 600 godzin (47).

Podobny system hodowli zaproponowali réwniez Kloeppinger i inni (48). Meto-
dyczne roznice w prowadzeniu hodowli dotyczyty wymiany pozywki przed proce-
sem infekcji oraz zastosowania 5% hodowli wirusa jako inokulum wirusowego do in-
fekcji komérek w kolejnych cyklach produkcyjnych. Autorzy wykorzystujagc metode
okresowo-dolewowa do namnazania wirusa AcNPV w komorkach Sf-9 stwierdzili
wysoki poziom jego produkcji przez kilka kolejnych tygodni, bez widocznego za-
famania hodowli (48).

Dwustopniowg hodowle okresowo-dolewowsg do syntezy p-galaktozydazy stoso-
wat van Lier (33). Autor badan stwierdzit, ze w poréwnaniu z dwunaczyniowg hodowlg
ciagla, przedtuzono czas dziatania catego uktadu, zachowujac zblizong produktyw-
no$¢ bioreaktordw, bez wystapienia zmian mutacyjnych w genomie wirusow (33).
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3.4. Strategie hodowlane

Podstawowym celem optymalizacji hodowli komorek owadzich jest uzyskanie
wysokiej gestosci populacji komdrkowej w jak najkrotszym czasie. Kolejnym waz-
nym etapem procesu jest wybor odpowiedniego momentu infekcji, zapewniajgcego
dalszy rozwdj kultury. Nastepnie, ze wzgledu na duze obcigzenie metaboliczne ko-
morek po infekcji, korzystnym zabiegiem jest ich dozywienie, co moze hy¢ realizo-
wane przez catkowitg wymiane zuzytej pozywki, wprowadzenie porcji pozywki
Swiezej lub jej najwazniejszych sktadnikow. Z uwagi na ilos¢ i jakos¢ uzyskiwanych
produktéw podstawowym punktem procesu jest moment zakoriczenia hodowli,
ktéry powinien by¢ réwnoznaczny z osiggnieciem plateau.

Korzystng strategie prowadzenia procesu produkcji biopreparatéw przedstawit
Caron i in. (49). Dla pierwszego etapu hodowli komérek owadzich zaproponowano
metode okresowa, a uzyskane populacje komorek stanowity inokulum dla kolejnych
hodowli prowadzonych w naczyniach o coraz wiekszej objetosci roboczej. W zalez-
nosci od skali procesu, pierwszy etap hodowli moze by¢ przeprowadzany jedno- lub
kilkustopniowo. W drugim etapie, wykorzystano bioreaktor membranowy w systemie
ciagtym, co miato na celu uzyskanie duzych gestosci populacji komdérek owadzich.
Komérki utrzymywane byty w fazie wzrostu logarytmicznego, pod koniec ktérej
osiggnety koncentracje przekraczajacg poziom 10" kom./cm”. W trzecim etapie do-
konano infekcji bakulowirusowej, wprowadzajac do bioreaktora stosowng ilos¢ in-
okulum wirusowego, odpowiadajgcg dawce pieciu infekcyjnych czastek wirusa na
komorke. Proces infekcji trwat 60 minut, w czasie ktérych nie prowadzono procesu
wymiany pozywki. Nastepnie metodg ultrafiltracji usuwano 75% ptynu pohodowla-
nego i napetniano reaktor Swiezg pozywka. Ostatni produkcyjny etap procesu moze
by¢ prowadzony metoda okresowg lub ciagla (49).

4. Aspekty technologiczne hodowli kultur owadzich

4.1. Wielkos¢ inokulum komorkowego

llos¢ i jakos¢ materiatu posiewowego jest jednym z czynnikéw determinujacych
szybkos¢ proliferacji i koncowg koncentracje komérek owadzich. Dla zapoczatko-
wania hodowli, zalecana wielko$¢ inokulum komérkowego wynosi od 1-3 x 10*
kom./cm”. Z uwagi na to, ze proliferacja komdrek regulowana jest przez wydzielane
do pozywki, a nastepnie przytaczane do powierzchniowych receptoréw komorek,
komorkowe czynniki wzrostowe, zastosowanie inokulum komorkowego w liczbie
mniejszej niz 1x10” kom./cm” prowadzi do obnizenia czasu generacji i zywotnosci
komorek, spowolnienia szybkosci wzrostu kultury i znacznie nizszych gestosci po-
pulacji komorkowej w plateau hodowli. Najbardziej dynamiczny rozwdj kultury owa-
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dziej zapewnia inokulum pochodzace z p6znej fazy wzrostu logarytmicznego, kiedy
komorki charakteryzujg sie duzym potencjatem wzrostu i wysokim stopniem prze-
zywalnosci (50).

4.2. Natlenianie hodowli

Wieloletnie doswiadczenia nad hodowlg komorek zwierzecych wykazuja, ze kry-
tycznym parametrem hodowli wielkoskalowych jest stopieh natlenienia. Zapotrze-
bowanie komorek owadzich na tlen, w poréwnaniu z komdrkami ssakoéw, jest sto-
sunkowo mate, lecz zdecydowanie wzrasta po infekcji wirusowej. Na og6t nasycenie
pozywki tlenem nie przekracza 50-60% (51). Wielkos¢ transferu tlenu z fazy gazowej
do fazy ciektej (pozywki) zalezy od powierzchni wymiany miedzyfazowej, a ta z ko-
lei jest determinowana przez odpowiednio duze rozdrobnienie pecherzykéw po-
v/ietrza i ich diugie przebywanie w pozywce. Wymaga to intensyvimego mieszania
pozywki, tymczasem jest to niemozliwe z uwagi na wrazliwo$¢ komorek na destruk-
cyjne dziatania sit mechanicznych. Konsekwencjg tego sg specjalne wymagania sta-
wiane systemom mieszajaco-napowietrzajgcym stosowanych w bioreaktorach prze-
znaczonych do hodowli kultur owadzich.

Najmniejszy problem stanowi natlenianie pozywki w hodowlach prowadzonych
na skale laboratoryjng. W kulturach stacjonarnych, w butelkach hodowlanych ilos¢
tlenu znajdujaca sie nad powierzchnig pozywki jest wystarczajgca do pokrycia zapo-
trzebowania rosngcych komérek. Podobnie w kulturach zawiesinowych prowadzo-
nych w naczyniach typu spinner o pojemnosci nie przekraczajacej trzech litréw pro-
blem dostarczania do hodowli tlenu nie istnieje. Sam proces mieszania oraz wystar-
czajaco duza ilos¢ powietrza nad pozywka zabezpieczajg odpowiedni stopien natle-
nienia kultury.

4.3. Sity hydrodynamiczne i mechaniczne w bioreaktorach

Stosunkowo duze rozmiary komorek owadzich oraz brak $cian komorkowych
czyni je, podobnie jak komorki ssakéw, szczegOlnie wrazliwymi na mechaniczne
czynniki stresowe, co bardzo utrudnia powiekszanie skali hodowli. W przeprowa-
dzonych badaniach wykazano, ze krytyczng wielkoScig sit Scinajacych, dziatajgcych
na komorki Sf-9 w hodowli zawiesinowej, jest wartos¢ 1-4 Nnr, po przekroczeniu
ktorej nastepujg uszkodzenia btony komdérkowej (52). Podstawowym Zrddiem stresu
mechanicznego sg sity Scinajace, towarzyszace procesowi mieszania oraz generowa-
ne w urzadzeniach pomocniczych takich jak pompy, moduly filtracyjne, przewody
transportowe. Destrukcyjne dziatanie majg takze dynamiczne oddziatywania cieczy
na komdrki oraz zderzenia komorek z czeSciami statymi aparatury. Innym czynni-
kiem niszczacym sg oddziatywania wystepujace na granicy kontaktu fazy cieklej (po-
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zywki) z faza gazowa (pecherzyki powietrza), a szczegdlnie niebezpieczny jest mo-
ment pekania pecherzykdéw przy opuszczaniu pozywki. Za najbardziej szkodliwe dla
komérek owadzich uwaza sie mate wiry, o srednicy mniejszej niz $rednice komorek
(9-15 pm), znane w pismiennictwie pod nazwa wiréw Kotmogorowa. Stres mecha-
niczny powoduje zwolnienie szybkosci wzrostu kultury owadziej, indukuje zmiany
morfologiczne komdrek, uszkodzenia btony cytoplazmatycznej, zmniejszenie adhe-
zji do nosnikdw oraz prowadzi do obnizenia wydajnosci produkcji biopreparatdw.

Autorzy badan nad BSE wykazali, ze najbardziej destrukcyjnym sposobem natle-
niania hodowli jest nawet bardzo stabe napowietrzanie pecherzykowe. Teza ta zo-
stata potwierdzona w pracach Kioukia i in. (50). Autorzy zaobserwowali, ze zastoso-
wanie w bioreaktorze mieszadta typu turbiny Rashtona, mieszajgcego pozywke
z szybkoscig az 400 obr./min nie powoduje wyraznych zmian w przebiegu hodowli,
lecz rozpoczecie napowietrzania pozywki gwattownie zwieksza Smiertelnos¢ komo-
rek i prowadzi do zmniejszenia gestosci populacji komérek (13).

Podstawowym sposobem ochrony komorek przed mechanicznymi uszkodzenia-
mi, obok zastosowania systemu komdérek immobilizowanych, jest dodatek do po-
zywki rozpuszczalnych polimeréw zwiekszajagcych lepkos$¢ cieczy. Najwieksze za-
stosowanie znalazty Pluronic F-68 (emulsja niejonowych poliglikoli w olejach), sto-
sowany w stezeniach 0,2% oraz metyloceluloza w stezeniach 0,1-0,5%. Rzadziej jako
$rodki ochronne dodaje sie mieszanine thuszczowa zawierajaca olej watrobowy dor-
sza, cholesterol, octan tokoferolu, wspomniany Pluronic F-68 i Tween 90 (53). Bar-
dzo skutecznym, lecz kosztownym s$rodkiem ochronnym, jest surowica bydleca do-
dawana do hodowli w ilosci nie przekraczajgcej 10%.

4.4. Sterylno$¢ hodowli

Djza podatno$¢ pozywek wykorzystywanych do hodowli komoérkowych na zaka-
zenia mikrobiologiczne oraz trudnosci w utrzymaniu wysokiego stopnia sterylnosci
w systemach bioreaktorowych stanowig o koniecznosci zabezpieczania hodowli po-
prze/ stosowanie antybiotykdw. Antybiotyki, z jednej strony, musza zapewni¢ sku-
teczng ochrone przed inwazjg mikroorganizméw, a z drugiej nie powinny negatyw-
nie wptywac na wzrost komorek i produktywno$¢ uktadu komérki owadzie/bakulo-
wirusy. Najczesciej stosowanymi antybiotykami sg: gentamycyna, penicilina, strep-
tomycyna i kanamycyna. jezeli istnieje ryzyko zakazen, nystatyna lub amfoterycyna
stosowane sg jako czynniki fungistatyczne (53).

Proces produkcji biopreparatéw w hodowlach komdrkowych obarczony jest wy-
jatko'vo rygorystycznymi standardami higienicznymi, ktére dotycza zarowno urzadzen
techrologicznych, jak i catej biowytworni. W praktyce gtéwne pomieszczenia pro-
dukcvjne sa utrzymywane w niewielkim nadcisnieniu przez wttaczanie powietrza
prze: system filtrow klasy HFPA. Dzieki temu blokowany jest doptyw powietrza ska-
zonego mikroorganizmami i wirusami. Pomieszczenia produkcyjne wykonczone sa
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specjalnymi materiatami, o duzej gtadkosci, bez kantéw i zakamarkdéw pozwala-
jacych na osadzanie sie pytéw i zanieczyszczer. Sciany malowane sa farbami epok-
sydowymi, w pomieszczeniach brak jest otwieranych okien, a wejscia do pomiesz-
czen produkcyjnych prowadza przez specjalne $luzy. Duza wage przywiazuje sie tak-
ze do jakosci aparatury produkcyjnej. Bioreaktory, wirdwki, filtry i inne urzadzenia
muszg by¢ absolutnie hermetyczne, tak aby unikng¢ wyciekow i tworzenia wszel-
kich aerozoli.

4.5. Monitorowanie przebiegu hodowli

Nowoczesne bioreaktory wyposazone sa w przyrzady pomiarowe stuzace do de-
tekcji zmian parametréw fizykochemicznych hodowli, takich jak: temperatura, pH
pozywki, ci$nienie, stopien rozpuszczalnosci gazow, szybkos$¢ obrotéw mieszadta,
masa bioreaktora czy szybko$¢ podawania Swiezej pozywki, jedng z istotniejszych
wielkosci opisujgcych przebieg hodowli jest gestos¢ komorek, ktérg zwykle ozna-
cza sie hemacytometrycznie. Nalezy jednak podkresli¢, ze czeste pobieranie préb
z bioreaktora wigze sie ze zwigkszonym ryzykiem zakazenia mikrobiologicznego
hodowli. Zdecydowanie lepszag metodg jest pomiar in situ, dokonywany wewnatrz
bioreaktora lub w przeptywie poza nim, ktéry polega na wykorzystaniu sondy do
pomiaru absorbancji pozywki przy dtugosci fali 660 nm, przy zatozeniu, ze zmetnie-
nie ptynu hodowlanego jest spowodowane wytacznie obecnoscig namnazajacych sie
komoarek (54). W ostatnich latach opracowano takze szereg bioczujnikdw pozwa-
lajacych na okreslenie gestosci populacji komoérkowej poprzez pomiar ATP czy DNA
przy wykorzystaniu metod spektralnych, gtéwnie pomiaru luminescencji. Na rynku
dostepne sg takze sondy pomiarowe umozliwiajgce ciggte oznaczanie glukozy, ami-
nokwasow, amoniaku i kwasu mlekowego in line. Wiekszos¢ sond stosowanych do
pomiaru stezenia skadnikéw pozywek ma charakter dwufunkcyjny. Podstawe czuj-
nika stanowi tradycyjny przyrzad pomiarowy, jak sonda pH, sonda jonoselektywna
lub sonda tlenowa. Do sondy przyczepiony jest element biologiczny, jak enzym,
przeciwciato, zywa komorka lub tkanka. Element biologiczny przeprowadza zwykle
reakcje, ktorej produkty sa oznaczane za pomocg tradycyjnej sondy pomiarowej,
mierzacej wielko$¢ sygnatu elektrycznego.

Sprawny i bezpieczny z punktu widzenia mikrobiologicznego, system kontroli
i ciggtego monitorowania przebiegu hodowli jest bardzo waznym elementem decy-
dujacym o powodzeniu procesu produkcyjnego.
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