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I. Wstep

Biotechnologia, zgodnie z najszersza chyba definicja, podang w konwencji

o réznorodnosci biologicznej ONZ, jest interdyscyplinarng dziedzing wiedzy,

efektem integracji nauk przyrodniczych i1 inzynieryjnych w celu zastosowania

komorek lub ich czesci oraz molekularnych analogow dla pozyskania produktow

1 ustug.

Aktualna lista technik stosowanych w biotechnologii w najczesciej cytowanych

kategoriach obejmuje (wskazane obiekty badan 1 stosowane techniki):

l.

Techniki proceséw biotechnologicznych: biosynteza z wykorzystaniem
bioreaktoréw, bioinzynieria, biokataliza, bioprocesowanie, biotugowanie,
biospulchnianie, wybielanie za pomocg $rodkow biologicznych,
bioodsiarczanie, bioremediacja, biofiltracja.

Komorki, kultury komoérkowe 1 tkankowe, inzynieria tkankowa, fuzja

komorkowa, szczepionki i immunizacja, manipulacje na zarodkach.

. Kwasy nukleinowe (DNA/RNA): genomika, inzynieria genetyczna,

farmakogenomika, sekwencjonowanie, synteza 1 amplifikacja DNA
lub RNA, sondy DNA, ekspresja gendéw.

Biatka 1 peptydy: sekwencjonowanie, synteza 1 inzynieria biatek
1 peptyddw, izolacja 1 oczyszczanie, proteomika, identyfikacja 1 badanie
struktury receptorow komoérkowych, opracowanie metod transportu lekow
wielkoczgsteczkowych, przekazywanie sygnatow.

Geny 1 wektory RNA: terapia genowa, wektory wirusowe.
Nanobiotechnologia: zastosowanie nano- i mikroproduktéw do konstruke;ji
stuzacych do badan biosystemow, transportu lekéw i do udoskonalania

metod diagnostycznych.



7. Bioinformatyka: tworzenie genomowych 1 biatkowych baz danych,

modelowanie ztozonych procesdéw biologicznych, biologia systemowa.

Biotechnologia farmaceutyczna jest jedng z pigciu glownych dziedzin
zastosowania metod biotechnologicznych. Pozostale cztery, to technologia
srodkow spozywczych, rolnictwo 1 le$nictwo, technologia $rodowiska
1 technologia procesow chemicznych. Biotechnologia farmaceutyczna jest
ukierunkowana na pozyskiwanie substancji 1 produktow leczniczych.
Inng metoda klasyfikacji dziatow biotechnologii jest podzial na umowne
piec ,,kolorow:
» (Czerwona — to biotechnologia, ktérej gldwnym obszarem zainteresowania

jest stuzba zdrowia.

 Biala — to biotechnologia zajmujgca si¢ wykorzystaniem systemow

biologicznych w przemysle.

 Zielona — agrobiotechnologia, zajmuje si¢ aspektami zwigzanymi z rolnictwem,

rozwigzaniami stosowanymi w celach spozywczych i niespozywczych.
» Niebieska—zajmuje si¢ szeroko rozumiang problematyka biotechnologii wod.

* Fioletowa — zajmuje si¢ zagadnieniami spolecznymi, problemami prawnymi,
w tym legislacja, ochrong wiasnosci intelektualnej, jak rowniez zagadnieniami

filozoficznymi 1 etycznymi.

W zakresie zainteresowania biotechnologii farmaceutycznej leza elementy

zaré6wno biotechnologii ,,czerwonej” jak 1 ,,bialej” oraz ,,fioletowej”.
Dwa najczesciej stosowane w biotechnologii farmaceutycznej typy
bioprocesOw to biosynteza i biotransformacja.
* pierwszy z nich polega na otrzymywaniu odpowiedniego metabolitu

wytwarzanego przez namnazane drobnoustroje, komorki lub tkanki,

* drugi, na przemianie sktadnikdw pozywki — substratu, w wyniku biokonwersji

lub kometabolizmu.



W obydwu tych procesach jako czynniki katalityczne wykorzystywane
sg komorki (drobnoustrojéw, roslinne, zwierzgce — naturalne lub modyfikowane),
ich fragmenty, badz izolowane enzymy (wolne lub unieruchomione).
Pozyskanie tzw. produkcyjnych szczepow lub linii komérkowych, czyli zdolnych
do wydajnej biosyntezy lub biotransformacji substancji farmakologicznie
czynnych wymaga zastosowania badz nieukierunkowanych zmian genetycznych,
jak mutageneza, badz genetycznej rekombinacji szczepow, poprzez fuzje
protoplastow lub zastosowanie technologii rekombinowanego DNA. Cele takich
manipulacji sg rdzne; najlepiej znane sa przyktady przeniesienia catego procesu
biosyntezy do lepiej przystosowanego do niej heterologicznego organizmu
produkcyjnego, czyli np. biosynteza insuliny w transformowanych bakteriach
Escherichia coli. Przyktadem zastosowania z sukcesem techniki fuzji protoplastow
moze by¢ uzyskanie majacych zdolnos¢ biosyntezy przeciwcial monoklonalnych
hybryd (hybrydom) komérek szpiczaka i komorek sledziony immunizowanych
myszy.

Inng metoda podwyzszenia wydajnosci procesu jest optymalizacja sktadu
podtoza hodowlanego, w tym poszukiwanie starteréw, promotoroOw wzrostu,
prekursoro0w procesu biosyntezy 1 optymalizacja warunkéw hodowli.
W biotechnologii farmaceutycznej procesy prowadzi si¢ w warunkach sterylnych,
co ma na celu uniknigcie kontaminacji hodowli obcymi szczepami 1 ich
produktami metabolizmu. Dla wydajnego prowadzenia procesow hodowlanych
stosuje si¢ bioreaktory o specjalnej konstrukcji, dopasowanej do wymagan
roznych szczepdw produkcyjnych lub linii komérkowych.

Te czeéci bioprocesow, w trakcie ktérych w bioreaktorach hodowane
sg mikroorganizmy/komorki (np. linie komoérek bakterii, ssakéw, hybrydy)
okreslane sg jako procesy ,, upstream”.

Upstream processing sktada si¢ z etapoéw zwigzanych z:

* uzyskaniem i optymalizacjg szczepu produkcyjnego lub linii komorkowe;,

» uzyskaniem inokulum (zaszczepu),



» opracowaniem (optymalizacja) sktadu podtoza,
» optymalizacjg kinetyki wzrostu, warunkoéw hodowli 1 aparatury,
» przeprowadzeniem hodowli.

Po zakonczeniu hodowli rozpoczyna si¢ etap ,, downstream” bioprocesu. Polega
on na izolacji 1 oczyszczaniu produktu 1 czesto obejmuje: separacj¢ biomasy
1 podloza, dezintegracje komoérek, zageszczenie podloza, oczyszczenie
1 uzyskanie ostatecznej postaci produktu.

Niektore z wymienionych powyzej zagadnien zostang w skrotowej formie
omowione w czgsci teoretycznej tej publikacji. Nalezy jednak podkreslic,
ze funkcja niniejszego skryptu ma by¢ wytacznie utatwienie studentom III roku
kierunku Farmacja przygotowania do seminariow poprzedzajacych ¢wiczenia

oraz do ¢wiczen z przedmiotu Biotechnologia farmaceutyczna. Nie obejmuje

on wiec wszystkich zagadnien przewidzianych w programie nauczania tego

przedmiotu. Problemy te opisane s3 w kilku podrecznikach wymienionych
w rozdziale Pismiennictwo. Omawiane s3 rowniez w trakcie wykladow

1 seminariéw z przedmiotu.



I1. Cel i przebieg ¢wiczen

Jak wspomniano we wstepie, jednym z bioprocesOw najczescie]
stosowanych na skale przemystowa w biotechnologii farmaceutycznej jest
biosynteza. Jej celem moze by¢ uzyskanie bardzo zrdéznicowanych substancji
leczniczych, takich jak antybiotyki, witaminy, peptydy (np. insulina), biatka
(np. przeciwciala), alkaloidy (taksany) i inne.

Celem ¢wiczen z przedmiotu Biotechnologia farmaceutyczna prowadzonych
w Katedrze 1 Zaktadzie Technologii Lekéw 1 Biotechnologii Farmaceutyczne;j
jest zaznajomienie studentow w praktyce z przebiegiem tego typu procesu,
jego etapami, warunkami, jakie muszg by¢ spetnione dla uzyskania substancji
biologicznie czynnej, problemami - w tym roéwniez technicznymi
— ktore moga pojawic si¢ w trakcie jego przebiegu. Eksperymenty prowadzone
w trakcie ¢wiczen obejmuja réwniez elementy optymalizacji warunkow
bioprocesu, jego kontroli, izolacji produktu oraz obliczeh wydajnosci. Jako
przyktadowy proces biotechnologiczny wybrano petlny cykl biosyntezy
immunosupresyjnego antybiotyku takrolimus, w wyniku hodowli szczepu
promieniowca Streptomyces tsukubaensis. Takrolimus (Ryc. 1) jest niezwykle
skutecznym immunosupresantem, stosowanym w transplantologii — w prewencji
odrzucenia  przeszczepu, oraz w chorobach autoimmunologicznych,
np. w dermatologii (AZS, tuszczyca, tysienie plackowate, wypryski, zaburzenia
keratynizacji, toczen rumieniowaty, inne). Zaliczany jest, jezeli chodzi
o mechanizm dziatania, do inhibitorow kalcyneuryny. Pod wzgledem struktury
chemicznej jest to makrolid nowej generacji, 23-czlonowy makrolakton o bardzo
ztozonej izomerii optycznej, geometrycznej oraz tautomerii. Otrzymywany jest

wylacznie w drodze biosyntezy.



Tacrolimus (FK-506)

+ 23-czfonowy makrolakton zawierajacy hemiketalowe ugrupowanie o, -
diketoamidowe

* |lzomeria:

14 asymetrycznych atomow wegla, izomeria cis-trans, tautomeria

Ryc. 1. Budowa takrolimusu

Wysoka cena lekéw zawierajacych substancje czynng takrolimus jest
w czesci spowodowana niskg wydajnoscig procesu biosyntezy. Dla szczepu
dzikiego S. tsukubaensis wynosita ona kilka mg/L hodowli. W wyniku
optymalizacji procesu biotechnologicznego i modyfikacji szczepu produkcyjnego
osiagnieto wspotczesnie warto$¢ kilkuset mg/L. Problem jest ciaggle otwarty,
co roku ukazuje si¢ kilka publikacji naukowych dotyczacych tego zagadnienia.
Swdj wktad w rozwigzywane tego problemu, w postaci patentu i kilku publikacji
naukowych ma réwniez Katedra Technologii Lekéw 1 Biotechnologii
Farmaceutycznej WUM. Szczep promieniowca S. tsukubaensis FERM BP-927
wykorzystywany w trakcie ¢wiczen zostat przez Katedre zakupiony do celow
badawczych w International Patent Organism Depositary of National Institute
of Advanced Industrial Science and Technology (AIST) Tsukuba, Ibaraki,

Japonia. Prowadzone badania dotyczg optymalizacji warunkéw hodowli szczepu.
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Bez wzgledu na otrzymywany produkt, przemystowy proces biosyntezy
sktada si¢ z podobnych etapow:

1. Przygotowanie podiozy hodowlanych i aparatury.

2. Ozywienie 1 namnozenie zakonserwowanego szczepu (linii komorkowe;,
hybrydy itp.), hodowla inokulum (zaszczepu).

3. Podnoszenie skali procesu poprzez etapy hodowli na podtozach statych
(na ptytkach Petriego lub w kolbach Roux), nast¢pnie pasaz na podtoza ptynne
(kolby wstrzasane, bioreaktor posiewowy).

4. Zasadniczy proces biosyntezy w bioreaktorze produkcyjnym, prowadzony
przy pelnej kontroli parametréw hodowlanych.

5. lIzolacja i oczyszczenie produktu biosyntezy.

6. Zagospodarowanie odpadow.

Proces blokowy biosyntezy na przyktadzie antybiotyku przedstawia schemat
(Ryc. 2. Schemat blokowy przemystowego procesu biotechnologicznego [3]),

cytowany wg Chmiel 1 Grudzinski [3].

1 przygotowanie pozywek
i ich sterylizacja

I I
2 Pid eV 2. rozmnazanie materiatu posiewowego

|
v
b
a - szczep produkcyjny
‘ _.@ (zamrozony lub zliofilizowany)
| 3

b - hodowla szczepu na skosach agarowych
¢ - hodowla w kolbach Roux

d - hodowla wstrzgsana

! e - hodowla w bioreaktorach posiewowych

I
3 v

—

3. proces biosyntezy

Sy

H1J 4 zawiesina pohodowlana

N

wyodrebnianie

produktu J
substancja \

- 0 5 t i 6
zrznﬁc,"eitame J' zagospodarowanie
LEK odpadow

Ryc. 2. Schemat blokowy przemystowego procesu biotechnologicznego [3]
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Laboratorium z Biotechnologii farmaceutycznej obejmuje blok czterech
¢wiczen, ktore odpowiadaja kolejnym etapom biotechnologicznego procesu
produkcyjnego. Cwiczenia odbywaja sie w odstepach tygodniowych, studenci
pracuja w kilkuosobowych grupach. Pierwszy tydzien ¢wiczen odpowiada
czynno$ciom objetym blokami 1-2 wg Ryc. 2. Schemat blokowy przemystowego
procesu biotechnologicznego [3].

Pierwszym krokiem jest ozywienie zakonserwowanego szczepu
S. tsukubaensis poprzez przesiew na podtoza z agaru odzywczego na ptytkach
Petriego oraz naskosy agarowe. W tym celu kazda z grup studenckich
przygotowuje state podtoze hodowlane (agar stodowy), ktore po sterylizacji
postuzy do przygotowania skosow agarowych i wylania na ptytki Petriego.
Po zastygnieciu podtozy agarowych zakonserwowany szczep S. tsukubaensis
jest przesiewany w warunkach aseptycznych, w lozy z nawiewem laminarnym,
na przygotowane podtoza. Hodowle inkubowane sg przez tydzien w cieplarce,
w temperaturze 37°C.

Réwnoczesnie przygotowywane sg podtoza plynne, stuzagce w nastepnym
tygodniu do rozpoczecia eksperymentu dotyczacego optymalizacji podtoza
hodowlanego. Kazda z grup odbywajacych rownolegle ¢wiczenia przygotowuje
podtoze pltynne o innym sktadzie. Czynnikiem rdznicujagcym podloza jest
dodatek 1 stezenie substancji testowanej jako potencjalnego prekursora
biosyntezy lub promotora wzrostu. Rodzaj testowanej substancji 1 jej st¢zenie
w podiozu sg podawane przez asystenta prowadzacego ¢wiczenia 1 rdzny dla
kolejnych blokéw ¢Ewiczeniowych. W dalszym przebiegu ¢wiczen zadaniem
grupy jest wyciagniecie wniosku dotyczacego celowosci suplementowania
podtoza testowang substancja i funkcji, jaka dana substancja pelni w procesie
biosyntezy takrolimusu (prekursor czy promotor wzrostu, obydwie funkcje,
zadna z nich). Wniosek powinien by¢ wyciggni¢ty na podstawie poréwnania
wydajnosci wzrostu szczepu 1 wydajnosci biosyntezy takrolimusu w podiozu

wzbogaconym z wynikami uzyskanymi dla podloza niewzbogaconego.
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Dla statystycznej wiarygodnosci uzyskanego wyniku, kazdy eksperyment jest
wykonywany w trzech powtdrzeniach. Kazda grupa przygotowuje tez podtoze
plynne, w ktérym przeprowadzona be¢dzie hodowla inokulum do zaszczepienia
podtoza w bioreaktorze. Dotyczy to etapu podnoszenia skali procesu.

Wszystkie kolby z podiozami plynnymi umieszczane s3 w autoklawie
1 uruchamiany jest program sterylizacji. W czasie oczekiwania na zestalenie
si¢ podlozy agarowych kazda z grup przeprowadza proby konserwacji
szczepu dwiema metodami: przez zawieszenie komorek w sterylnym roztworze
20% glicerolu 1 zamrozenie oraz przez posiew na skosy agarowe
1 przechowywanie pozniej w temperaturze 4°C.

Drugi tydzien ¢wiczen odpowiada czynno$ciom objetym blokami 2-3 wg
Ryc. 2. Schemat blokowy przemystowego procesu biotechnologicznego [3].

Po tygodniu inkubacji hodowli na podtozach agarowych nastepuje przesiew
szczepu w warunkach aseptycznych do przygotowanych i wysterylizowanych
tydzien wczesniej podtozy ptynnych. W tym celu hodowle na podiozach
agarowych, po wyjeciu z cieplarki, sg oceniane pod wzgledem czystosci szczepu.
Czyste kolonie S. tsukubaensis sa przesiewane do podlozy ptynnych
przeznaczonych do prowadzenia eksperymentow nad optymalizacja podioza
1 do hodowli inokulum. Kultury umieszczane sag w wytrzasarce laboratoryjne;j
1 inkubowane przez tydzien. Ze wzgledu na zaplanowane w kolejnym etapie
procesu biotechnologicznego podniesienie skali, przygotowywany jest bioreaktor
do hodowli wglebnej oraz podloze hodowlane do bioreaktora. Bioreaktor
z podtozem poddawany jest sterylizacji.

Trzeci tydzien ¢wiczen odpowiada czynno$ciom objetym blokiem 3 wg
Ryc. 2. Schemat blokowy przemystowego procesu biotechnologicznego [3].

Po tygodniu inkubacji hodowli wstrzagsanych nastg¢puje zaszczepienie
przygotowanego fermentora. = Wykorzystane jest inokulum szczepu
S. tsukubaensis uprzednio (tydzien wczes$niej) przygotowanego przez grupe.

Po rozpoczeciu procesu biosyntezy w bioreaktorze (uruchomieniu napowietrzania,

13



mieszania, ogrzewania) pobrana zostaje tzw. ,,0” probka brzeczki. Przez tydzien
prowadzenia hodowli wgtebnej w bioreaktorze, codziennie pobierane i zamrazane
sg probki brzeczki hodowlanej. Zostang one wykorzystane do analizy kinetyki
biosyntezy takrolimusu na ostatnich ¢wiczeniach.

Réwnoczesnie kontynuowany jest eksperyment dotyczacy optymalizacji
sktadu podtoza hodowlanego. Dla kazdej z hodowli prowadzonych w kolbach
wstrzasanych przeprowadzane sg oznaczenia wydajnosci wzrostu szczepu oraz
wydajnosci biosyntezy produktu. Wymaga to izolacji antybiotyku 1 oznaczenia
ilosciowego metodg HPLC. Wyniki uzyskane dla trzech hodowli sg usredniane.
Na  podstawie  poréwnania  wynikéw  uzyskanych dla  podtoza
niesuplementowanego i wzbogaconego w testowang substancj¢ przeprowadzona
zostaje analiza funkcji, jaka dana substancja pelni w procesie biosyntezy
takrolimusu (prekursor czy promotor wzrostu, obydwie funkcje, zadna z nich).

Czwarty tydzien ¢wiczen odpowiada czynno$ciom objetym blokami 3-4 wg
Ryc. 2. Schemat blokowy przemystowego procesu biotechnologicznego [3].
Zadaniem grupy na ostatnim ¢wiczeniu jest przeprowadzenie ex post kontroli
przebiegu procesu biosyntezy takrolimusu w bioreaktorze. Celem jest
obrazowanie przebiegu procesu na wykresach zmiany stezenia zrodta wegla,
wydajno$ci wzrostu biomasy oraz stezenia antybiotyku w prébkach pobranych
z bioreaktora w funkcji czasu. Oznaczanie ilosciowe produktu (takrolimusu)
wykonywane jest metodg wysokosprawnej chromatografii cieczowej, po wstepne;j
izolacji. Na podstawie uzyskanych wynikow przeprowadzana jest analiza
wydajnosci procesu biosyntezy, okreslany jest wplyw sktadu podioza oraz
podnoszenia skali procesu na wydajno$¢ biosyntezy. Analizowana jest roOwniez
prawidlowo$¢ doboru parametrow procesu.

Kazda grupa przygotowuje sprawozdanie z przeprowadzonych

eksperymentdéw, zawierajace analize uzyskanych wynikow.
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III. Zagadnienia teoretyczne

1. Pozyskiwanie i ulepszanie produkcyjnych szczepow
lub linii komorkowych

Do wytwarzania substancji leczniczych metodami biotechnologicznymi
wykorzystuje si¢ gtownie bakterie (Gram- 1 Gram+), w tym promieniowce,
a takze grzyby strzgpkowe — naturalne lub modyfikowane genetycznie.
Zastosowanie w biotechnologii farmaceutycznej majg rowniez kultury mycelialne
grzybow wyzszych, kultury komoérek roslinnych 1 komoérek zwierzgcych oraz
hybrydy. Substancja czynna (API) otrzymywana metodami biotechnologicznymi
czgsto jest metabolitem wtdrnym o ztozonej strukturze, charakterystycznym tylko
dla danego gatunku lub nawet szczepu (antybiotyki, immunospresanty, cytostatyki
1inne). Dynamicznie rozwijajaca si¢ grupa produktow biotechnologicznych jest
tzw. lek biologiczny bedacy zwiagzkiem wielkoczasteczkowym, czgsto biatkiem
— a wigc metabolitem pierwotnym (przeciwciata monoklonalne, biatka fuzyjne
1 chimeryczne, rekombinowane biatka ludzkie, antysensowne oligonukleotydy itp.).
Do ich wytwarzania wykorzystuje si¢ modyfikowane genetycznie szczepy
bakterii 1 grzybow, a takze linie komorek zwierzecych.

Stosowane w przemysle tak zwane produkcyjne szczepy lub linie koméorkowe
powinny spetnia¢ kilka warunkéw. Przede wszystkim musza wykazywac zdolnos¢
biosyntezy zwigzku farmakologicznie aktywnego. Poza tym powinny wykazywac
si¢ zadowalajaca produktywnoscig, by¢ stabilne, nie podlega¢ fatwo mutacjom,
a takze by¢ tatwe w hodowli. Cechy te uzyskuje si¢ poprzez tzw. optymalizacje
szczepow 1 linii komorkowych, polegajaca na nieukierunkowanych (mutageneza)
lub ukierunkowanych (techniki z =zakresu tzw. inzZynierii genetycznej)

modyfikacjach genomu komorek biokatalizatora. Tematyka optymalizacji
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produkcyjnych szczepdw 1 linii komorkowych jest szerzej omawiana w wyktadach
z przedmiotu Biotechnologia farmaceutyczna dostegpnych na platformie
e-learningowe] WUM.

Szczepow wykazujacych zdolnos¢ biosyntezy nowych zwigzkow
farmakologicznie czynnych (nieznanych dotad metabolitow wtornych) poszukuje
si¢ w $Srodowisku naturalnym lub w tzw. kolekcjach szczepow. W pracach
badawczych stosuje si¢ metody skriningowe: z probki wody lub gleby izoluje si¢
bytujace tam gatunki mikroorganizmdw, nastgpnie w przypadku wyizolowanych
nowych, nieopisanych dotad gatunkéw przeprowadza si¢ hodowle w podiozach
ptynnych i testom aktywnos$ci poddaje si¢ ekstrakty z hodowli. Podobnym testom
aktywnos$ci biologicznej mozna poddawaé¢ metabolity znanych gatunkow
przechowywanych w tzw. kolekcjach szczepow. W przypadku wykrycia
aktywnos$ci biologicznej ekstraktu dalsze badania prowadzone sg w kierunku
identyfikacji substancji biologicznie czynnej oraz opracowania metody jej
biosyntezy 1 izolacji. W wyniku takich poszukiwan odkryto np. w probce gleby
z okolic miejscowosci Tsukuba w Japonii gatunek Streptomyces tsukubaensis.
Wstepne testy wykazaty, ze ma on zdolno$¢ biosyntezy metabolitu o dziataniu
przeciwgrzybiczym 1 immunosupresyjnym. Zwigzek ten po zaledwie 10 latach
badan zostal wprowadzony do lecznictwa jako immunosupresant pod nazwa
takrolimus.

Znalezione w $rodowisku naturalnym szczepy, okre§lane jako szczepy
dzikie, wykazuja zdolno$¢ biosyntezy farmakologicznie czynnego zwigzku,
jednak wydajnos$¢ biosyntezy jest zwykle bardzo niska, czesto ponizej 1 mg/L
hodowli. Dla uzyskania wydajnego szczepu produkcyjnego konieczna jest,
jak wspomniano powyzej, modyfikacja — ulepszenie szczepu dzikiego. Oznacza
to takg modyfikacje genotypu danego organizmu, aby uzyskac¢ korzystne zmiany
metaboliczno-fizjologiczne. Stosowanymi metodami modyfikacji genotypu
SZCZepOW S3:

— mutageneza,
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— genetyczna rekombinacja szczepoéw, poprzez fuzje protoplastow,

— technologie rekombinowanego DNA.

Mutagenizacja jest najstarszg, stosowang od kilkudziesieciu lat metoda ulepszania

szczepéw produkcyjnych. Polega na uzyskaniu na drodze mutagenezy
nieukierunkowanych zmian genetycznych szczepéw, a nastgpnie selekcji
mutantdw o korzystnych cechach fenotypowych. Dla tej metody nie jest mozliwe
w pelni racjonalne postgpowanie mutagenizacyjno-selektywne, poniewaz
niemozliwe jest jednoznaczne ustalenie korelacji pomiedzy miejscem 1 typem
wywotanej mutacji a efektem fizjologicznym. Mozliwymi do zastosowania
czynnikami mutagennymi sg czynniki chemiczne (np. zwigzki alkilujace, analogi
zasad azotowych, barwniki akrydynowe), promieniowanie UV (254-265 nm),
promieniowanie X, promieniowanie gamma. Efektywnos$¢ procesu zalezy nie tylko
od uzytego czynnika mutagennego, ale rowniez od fazy hodowli komdrkowe;,
warunkéw hodowli, zastosowania czynnikow hamujgcych mechanizmy naprawcze.
Selekcje mutantow prowadzi si¢ jednoetapowo (juz podczas izolacji kolonii) lub
dwuetapowo (testujac czyste wyizolowane kultury).

Genetyczna rekombinacja szczepéw (proces, w ktorym powstajg nowe

kombinacje genow) poprzez fuzj¢ protoplastow jest metoda, w wyniku ktorej

powstaja hybrydy wykorzystywane np. do produkcji wielu antybiotykow oraz
przeciwciat monoklonalnych. Gtéwng barier¢ dla fuzji komorek, prowadzacej
do powstania hybryd, stanowi S$ciana komorkowa, bedaca roéwniez barierg
niezgodno$ci dla rekombinacji komorek rdéznych gatunkow. Proces fuzji
rozpoczyna si¢ od hydrolizy $ciany komorkowej odpowiednimi enzymami,
w Srodowisku zapewniajagcym osmotyczng stabilizacje protoplastu. Wydzielone
przez saczenie lub wirowanie protoplasty poddaje si¢ fuzji pod wplywem glikolu
polietylenowego, jonu wapnia 1 odczynu zasadowego. Opracowano rowniez
metode elektrofuzji. Plazmogamia (taczenie si¢ komorek i1 zlewanie ich
zawarto$ci) prowadzi do powstania komorek heterokariotycznych. Kolejnymi

etapami procesu s3: kariogamia (zlewanie si¢ jader), w wyniku ktorej powstaja
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komorki diploidalne, mitotyczna rekombinacja 1 wytworzenie diploidalnych
rekombinantow oraz segregacja materialu genetycznego 1 haploidyzacja
rekombinantow. Celem tak prowadzonej rekombinacji genetycznej jest uzyskanie
hybryd wykazujacych potaczone korzystne cechy komorek wyjsciowych.
Przyktadowo, hybrydy (hybrydomy) wuzyskane =z komoérek $ledziony
immunizowanej myszy (limfocytow B) oraz komorek szpiczaka wykazuja
zdolnosci produkcji przeciwcial skierowanych przeciw antygenowi, ktérym
immunizowana byla mysz oraz typowa dla komoérek nowotworowych
,hiesmiertelno$¢”, czyli zdolno$¢ do nieograniczonej liczby podziatow. Selekcja
uzyskanych komorek hybrydowych pozwala na izolacj¢ linii produkujacych
przeciwciala wykazujace swoisto§¢ wzgledem tylko jednego epitopu danego
antygenu (przeciwciata monoklonalne). Innym przyktadem zastosowania techniki
fuzji protoplastow w celu ulepszania szczepéw produkcyjnych jest uzyskiwanie
hybryd o wysokiej wydajnos$ci biosyntezy antybiotyku i rownoczesnym szybkim
wzro$cie, co ma znaczacy wptyw na koszt procesu biosyntezy. Przeprowadzono
fuzje protoplastow dwoch szczepow Cephalosporium acremonium syntetyzujacych
cefalosporyne C. Jeden z tych szczepow nie miat zdolno$ci wytwarzania spor,
rost wolno, ale byt wysokowydajny. Drugi ze szczepoéw wykazywat wtasnos$ci
doktadnie odwrotne. W wyniku fuzji i1 segregacji komorek hybrydowych
uzyskano szczep wysokowydajny, wytwarzajacy cefalosporyng z wydajnoscia
nawet o 40% wyzszag od lepszego szczepu rodzicielskiego, szybkorosngcy
1 wytwarzajacy spory.

Metody 1 strategie inzynierii genetycznej pozwalajg uzyska szczepy
o wysokiej wydajno$ci poprzez ukierunkowane zmiany genotypu. Organizmy
dobrze zbadane pod wzgledem genetycznym, szczegéOlnie dla biosyntezy
metabolitow pierwotnych, ktorych szlaki biosyntezy i1 regulacji sa dobrze znane,

dajg mozliwos$¢ projektowania metabolizmu.
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Stosowane modyfikacje genotypu polegajg na:

— amplifikacji genow biosyntezy szlaku,

— usunigciu etapoéw limitujacych szybkos¢ metabolizmu,

— manipulacjach na genach regulatorowych szlaku,

— wylagczeniu gendw odpowiadajacych za biosynteze produktéw ubocznych,

— zwigkszeniu oporno$ci na biosyntezowany metabolit wtorny przez
manipulacje na genach opornosci,

— manipulacjach na genach odpowiedzialnych za systemy wydzielania
zwigzane z blong, co skutkuje zwickszeniem wydzielania produktu

do podtoza.

Zastosowanie technologii rekombinowanego DNA daje z kolei mozliwos¢

przeniesienia calego procesu biosyntezy do procesu przemystowego
przystosowanego organizmu heterologicznego. Dobrym przyktadem
zastosowania takiej technologii jest otrzymywanie rekombinowanych lekéw
biatkowych (insuliny, erytropoetyny, interferondw, somatropiny) w wyniku
hodowli wglebne; w transformowalnych szczepach E. coli lub poddanych
modyfikacji genetycznej drozdzy Saccharomyces cerevisiae.
Z punktu widzenia wydajnosci 1 kosztu procesu technologicznego zastosowanie
transformowanych mikroorganizméw jest niezwykle korzystne. Prowadzenie
hodowli komoérkowych komorek zwierzecych jest bardzo trudne, wymaga
skomplikowanych podtozy.

Ze wzgledu na brak $ciany komorkowej, komorki te sg wrazliwe na stres fizyczny
1 chemiczny, pH, temperature, obecnos¢ CO,, Scieranie, ktoremu ulegaja podczas
procesu biotechnologicznego (mieszanie), rosng wolno. Transformowane
bakterie i modyfikowane genetycznie drozdze czy grzyby strzepkowe sa znacznie
tatwiejsze w hodowli wykazujac zdolno$¢ biosyntezy wilasciwego produktu.
Istniejg natomiast pewne ograniczenia dotyczace biosyntezy lekow biatkowych
w transformowanych komorkach bakteryjnych, wynikajace z braku w bakteriach

enzymow odpowiedzialnych za bardzo istotne dla aktywnosci farmakologicznej
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biatek procesy potranslacyjne, kluczowe dla prawidtowej aktywnosci biatek
eukariotycznych. Bakterie nie sg zdolne np. do przeprowadzania cigcia
enzymatycznego 1 glikozylacji bialek, co powoduje, ze biatka, ktore
sa glikoproteinami identycznymi z ludzkimi nie mogg by¢ wytwarzane
w transformowanych komorkach bakteryjnych. Produkty wytwarzane
w systemach bakteryjnych moga by¢ niestabilne lub nieaktywne biologicznie
1 czesto wymagajg dalszych modyfikacji enzymatycznych prowadzonych in vitro.
Poza ulepszaniem samego szczepu, dla podwyzszenia wydajnos$ci procesu
biotechnologicznego stosuje si¢ optymalizacje warunkéw hodowli, majacych
ogromny wplyw na ekspresje metabolitu. Bedzie to krotko opisane

w rozdziale 10.

2. Metody konserwacji i przechowywania szczepow

Czystos¢ mikrobiologiczna 1 genetyczna drobnoustrojow wplywa na
wydajno$¢ procesow biotechnologicznych. Czeste przesiewanie drobnoustrojow
przyczynia si¢ do wystepowania niekorzystnych spontanicznych mutacji. Celem
zahamowania proceséw metabolicznych drobnoustrojow, przy zachowaniu
mozliwie najwyzszych przezywalnosci i1 prawidlowych cech fizjologiczno-
technologicznych stosuje si¢ rézne metody konserwacji i1 przechowywania
materialu biologicznego. Do najwazniejszych metod przechowywania szczepow
nalezg: pasazowanie, utrzymywanie w stanie wysuszenia lub zamrozenia.

Najczescie] wykorzystywane w pracach laboratoryjnych jest pasazowanie,
polegajace na okresowym przeszczepianiu szczepdéw produkcyjnych na §wieze
podtoze 1 krotkotrwate przechowywanie (dni, tygodnie) hodowli na skosach
1 ptytkach Petriego lub w podtozach ciektych.
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Wybor metody konserwacji szczepow uzalezniony jest od typu prowadzone;j

hodowli:

Kultury komorkowe

Zawiesing komorek poddaje si¢ procesowi liofilizacji (suszenie ze stanu
zamrozenia), ktory poprzedzony jest dyspersja w jatowym rozpuszczalniku
np. w odtluszczonym mleku lub DMSO w celu uzyskania jednakowego
rozproszenia. Nastepnie poddaje si¢ jg topieniu w prézni pod zmniejszonym
ci$nieniem lub gazie obojetnym, najczesciej] w cieklym azocie 1 przechowuje

w atmosferze cieklego azotu.

Hodowle bakteryjne

Po zamrozeniu w DMSO, cieklym azocie lub 10-20% roztworze wodnym
gliceryny hodowle przechowuje si¢ w temperaturze -70°C, co pozwala w przypadku
niektorych drobnoustrojéw na trwalo$¢ materiatu biologicznego nawet do

kilkuset lat.

Organizmy sporulujace (grzyby strz¢epkowe, promieniowce, laseczki)
Przechowuje si¢ je w postaci hodowli glebowych, na glince lecznicze;.
Po wysuszeniu wytwarzajg si¢ formy przetrwalnikowe i tak otrzymany materiat

biologiczny przechowywany jest w temperaturze 0°C.

3. Kultury mateczne, przygotowanie materialu posiewowego

Do zaszczepiania bioreaktorow wykorzystuje si¢ tzw. inokulum (zaszczep),
czyli material posiewowy, ktory musi spetnia¢ kilka podstawowych warunkow.
[lo$¢ materialu posiewowego musi by¢ wystarczajgca, powinna wynosi¢ 3-10%
objetosci pozywki hodowlanej, np. dla produkcyjnego reaktora o objetosci
500 I inokulum stanowi od 15 do 50 1. Komorki musza by¢ w stanie aktywnym,
aby skréci¢ do minimum fazg przystosowawcza hodowli. Inokulum musi by¢

wolne od kontaminacji, mie¢ wlasciwg forme¢ morfologiczng 1 zdolno$¢
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biosyntezy wlasciwego produktu, czyli by¢ wolne od mutacji zaburzajacych
te zdolno$¢. Dla zachowania genetycznej identycznosci hodowanych komoérek
czy szczepu 1 dla uniknigcia spontanicznych mutacji zachodzacych w przypadku
kolejnych pasazy (przesiewoéw) szczepdw, tworzy sie tzw. bank komorek
matecznych (ang. master cell bank). Powstaje on przez namnozenie duzego
zasobu komorek, podzial ich na mate porcje a nastgpnie konserwacje metodami
opisanymi w poprzednim rozdziale. Kazdg z tych porcji po namnozeniu mozna
wykorzysta¢ do stworzenia banku komorek roboczych (ang. working cell bank).
Najczg$ciej namnazanie inokulum przebiega wedlug schematu: przesiew
na podtoza stale (ptytki Petriego, kolby Roux), a nastgpnie przesiew wybranych
kolonii na skosy. Powstaje w ten sposob kultura submateczna, czyli starterowa
dla kazdej szarzy produkcji.

Kultury te stuzg do inokulacji hodowli w poditozach ptynnych w kolbach
wstrzgsanych (250-500 ml). Hodowle wstrzgsane stuza nastepnie do inokulacji
podloza w bioreaktorach laboratoryjnych. Nastepnie skala procesu podnoszona
jest przez etap bioreaktoréw posiewowych do bioreaktorow produkcyjnych.
Proces przeskalowania procesu (ang. scalling up) prowadzi si¢ zgodnie
z ustalonymi eksperymentalnie parametrami. Najczesciej stosuje si¢ mnoznik 10,
czyli np. 200 ml hodowli wstrzasanej poprzedza hodowle w bioreaktorze
laboratoryjnym o pojemnosci 2 1, nastgpnie w bioreaktorze posiewowym
o pojemnosci 20 1 1 bioreaktorze produkcyjnym o pojemnosci 200 1. Bank
komorek matecznych zawierajacy kilkaset amputek przy takim schemacie
postepowania moze wystarczy¢ na caty okres obowigzywania patentu (20 lat).
Problemy dotyczace przeskalowania procesu biotechnologicznego zwigzane
sa w duzym stopniu z optymalizacja procesu biotechnologicznego 1 beda

omoéwione w dalszych rozdziatach.
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4. Podloza hodowlane

Hodowle mikroorganizmow lub komoérek organizmow wyzszych mogg by¢
prowadzone roznymi metodami: na powierzchni podiloza (hodowle
powierzchniowe) lub w calej objetosci podioza hodowlanego (hodowle wglebne).
W zalezno$ci od typu hodowli 1 wymagan szczepu stosuje si¢ podioza state
(np. podtoze z agaru odzywczego) lub pozywki pltynne. W kazdym z tych
przypadkow podtoze hodowlane powinno dostarczy¢ hodowanym komorkom
wszystkie niezbedne do rozwoju sktadniki odzywcze, zwiazki symulujace
biosynteze produktu oraz zapewni¢ optymalne warunki rozwoju
(pH, napowietrzanie, ci$nienie osmotyczne, temperatur¢). Powinno réwniez
zawiera¢ sktadniki minimalizujace trudnosci technologiczne (np. odpieniacze,
detergenty, antybiotyki).

Wsrdd pierwiastkow niezbgdnych dla rozwoju szczepu, ktérych zrddia
muszg znalez¢ si¢ w podltozu hodowlanym wyrdznia si¢ makroelementy
stanowigce okoto 98% suchej masy komorek (C, O, H, N, P, S, K i Mg) oraz
mikroelementy stanowigce pozostate 2% suchej masy (ponad 30 pierwiastkow).
Zarowno niedobory, jak 1 nadmiary zrédel makro- 1 mikroelementéw wplywaja
negatywnie na rozwoj szczepu, stad konieczne jest optymalne dobranie sktadu
podtoza. Wstepng informacjg na temat wlasciwego stezenia zroédel makro-
1 mikroelementow przy opracowaniu skladu podtoza hodowlanego moze by¢
sktad komodrki hodowlanego szczepu. Poza sktadem ilosciowym istotny jest
rowniez sklad jakosciowy podioza: nie kazde zrddilo pierwiastka jest przez
hodowlany szczep rownie dobrze wykorzystywane.

Obecnym w podtozu w nadmiarze zrdédtem tlenu i wodoru jest woda. Nawet

podtoza state zawieraja co najmniej 60% wody. W przypadku szczepow aerobowych
podtoze hodowlane jest napowietrzane, co jest dodatkowym zrodtem tlenu.

Wegiel stanowi 50% suchej masy bakterii 1 grzybow, zrodia wegla sg
gtéwnymi sktadnikami podiloza. Za dobrze wykorzystywane zrodlo wegla

w podtozach uwaza si¢ sacharydy takie, jak glukoza, sacharoza, laktoza, maltoza,
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skrobie (ziemniaczana, kukurydziana, owsiana, ryzowa, zytnia), inulina, celuloza,
alginiany, karageniany, agary. Ze wzgledu na koszty, cukry nie sg stosowane
w stanie oczyszczonym, ale np. jako hydrolizat skrobi (zawierajacy glukoze),
melasa (zawierajaca ok. 50% sacharozy), suszona lub liofilizowana serwatka
(zawierajaca ok. 70% laktozy), ekstrakt stodowy (zawierajacy maltoze),
itp. Niektore mikroorganizmy sg w stanie wykorzystywac¢ nieweglowodanowe
zrodla wegla, takie jak metanol, etanol, tluszcze, kwasy karboksylowe,
weglowodory (metan, butan, pentan, parafiny), gazy (CO, CO,).

Azot stanowi okoto 8-14% suchej masy mikroorganizméw, stad jego
zawarto$¢ w podtozu powinna by¢ 4-6 razy mniejsza niz wegla. Stosowanymi
do przygotowania podtozy hodowlanych zroédtami azotu sa maki (sojowa,
bawetniana, rzepakowa, kukurydziana, migsna, rybna), preparaty biatek
ziemniaka, namok kukurydziany, autolizat drozdzowy 1 drozdze suche,
hydrolizaty biatek (kazeiny 1 biatek soi), zelatyna, mocznik 1 sole amonowe.

Siarke do podtoza wprowadza si¢ w postaci siarczanu amonu lub
aminokwasow siarkowych. Zrodtami fosforu sa ortofosforany(V) potasu, sodu,
magnezu, amonu lub fosforan glicerolu.

W wiekszosci pozywek, w ktorych sktad wchodza rézne surowce naturalne,
mikroelementy sg dostarczane jednoczesnie z tymi surowcami oraz z woda
dodawang do pozywki. Czasami jednak, np. w pozywkach przygotowanych
z zastosowaniem n-parafin jako zrodla wegla, moze by¢ konieczne dodanie
niektérych mikroelementow. Mikroelementy sg dodawane do pozywek w takich
ilosciach, aby w pozywce ich stezenia wahaly sie¢ w granicach
0,1-100 mmol/L. Stezenia wyzsze od 10 mol/L sa czesto dla drobnoustrojow
toksyczne. Mikroelementy s3 dodawane do pozywek w postaci dobrze
rozpuszczalnych chlorkéw i azotanow(V), jony Fe*' sa dodawane w postaci
cytrynianu, poniewaz chlorek zelaza(Ill) w $rodowisku kwasnym ulega
wytraceniu. Molibden jest dostarczany do podiloza jako (NH4)sM07024
lub Na;MoOQsu, a selen jako Na,SeO, lub Na,SeOs.
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Do podtozy hodowlanych wprowadza si¢ réwniez stymulatory wzrostu.
Sa to albo grupy prostetyczne, albo zwiazki blisko spokrewnione z grupami
prostetycznymi enzymow lub koenzymy np. witaminy grupy B (biotyna, tiamina),
cholina i betaina — czynniki metylujace, L-aminokwasy, zasady purynowe
1 pirymidynowe. W celu zwigekszenia wydajnosci biosyntezy metabolitu
(pierwotnego lub wtérnego) do podtozy hodowlanych wprowadza si¢ roéwniez
prekursory biosyntezy, ktore pomagaja regulowac synteze produktu, nie wptywajac
roOwnoczesnie na wzrost mikroorganizmu. Czesto sg wbudowywane do pozadanego
produktu. Przyktadowo, dla biosyntezy tryptofanu prekursorem jest indol, a dla
biosyntezy witaminy Bj,: kobalt(Il), cholina, betaina 1 imidazol. Hodowle
organizméw wyzszych wymagaja szczegélnych dodatkowych skladnikow
podtoza, hodowle pierwotnych komoérek ssakéw wymagaja dodatkow
hormonalnych, czynnikow wzrostu, insuliny; z kolei hodowle komorek
ro$linnych czynnikoéw wzrostu 1 prekursorow.

Podtoza hodowlane zawierajg rowniez skladniki, ktérych zadaniem jest
usprawnianie procesu technologicznego. Do materialtow pomocniczych
w procesach biotechnologicznych nalezg detergenty, ktérych funkcja jest
emulgacja nierozpuszczalnych w wodzie sktadnikéw podloza (n-alkany, oleje,
steroidy), zwigkszenie przepuszczalnosci membran komdrki, aktywacja
enzymoOw lub zmiana stopnia agregacji komorek. Stosowanymi materiatami
pomocniczymi sg rowniez antyseptyki 1 antybiotyki, eliminujgce skazenie
podtoza, substancje buforujace, stabilizujagce pH 1 odpieniacze, ktorych rolg jest
gaszenie powstajacej w podtozu ptynnym piany.

Dobér optymalnych skladnikéw podloza prowadzi si¢ metodami
eksperymentalnymi, podobnie jak dobor optymalnych warunkéw prowadzenia
procesu. Szerzej ten temat bedzie omoéwiony w rozdziale Metody optymalizacji

procesu.
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5. Warunki prowadzenia procesow biotechnologicznych
— procesy okresowe, okresowe z zasilaniem, ciagle

Procesy biotechnologiczne moga by¢ prowadzone metodami réznigcymi
si¢ migdzy innymi czasem prowadzenia procesu (np. okresowe lub ciagle),
stalo$cig lub zmienno$cig objetosci pozywki w bioreaktorze (np. okresowe
1 okresowe z zasilaniem) oraz stato$cig lub zmiennos$cig sktadu podtoza

hodowlanego (np. ciaggle lub okresowe i1 okresowe z zasilaniem).

CD 5 zasﬁlame C) B zasillame CD €
' I r"i ™ f‘i i

V = const—» Wepeis e I
Vpoczatkowa=P f = = = === == === = o

ciggly _>

bioreaktor pracujacy okresowo ukiad do fermentacji metodg ciggly

bioreaktor pracujacy okresowo 2 okresowym zasilaniem — wyplyw ciagly

Ryec. 3. Schematyczne r6znice pomigdzy warunkami prowadzenia procesow okresowych,
okresowych z zasilaniem 1 ciggtych

Metody okresowe (ang. batch fermentation) sa najczesciej stosowane
w praktyce przemystowej ze wzgledu na stosunkowo prosta technologi¢ i budowe
bioreaktoréw, w ktéorych prowadzi si¢ procesy hodowlane. W procesach
okresowych w czasie rozwoju kultury nie doprowadza si¢ §wiezych substancji
odzywczych 1 nie odprowadza si¢ koncowych produktow metabolizmu. Podtoze
hodowlane zaszczepia si¢ inokulum, nastepnie prowadzi proces fermentacji,
w ktoérym rozwijajaca si¢ kultura wytwarza okreslony produkt. Po zakonczeniu
procesu produkt jest izolowany z biomasy lub z podtoza pohodowlanego.

Wsérod metod statycznych  (okresowych) wyrdoznia si¢  metody

powierzchniowe realizowane w cienkiej warstwie podtoza (przyktadem moze by¢
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hodowla kultury promieniowca na podtozu agarowym (Ryc. 4)) i metody wglebne

prowadzone w catej objetosci podloza — statego lub ciektego (Ryc. 5).

Ryc. 4. Hodowla powierzchniowa szczepu promieniowca Streptomyces tsukubaensis
na podtozu stalym (agarowym)

Ryc. 5. Hodowle wglebne mycelium grzybéw wyzszych w podtozach ptynnych w skali
a.) 200 ml, hodowla wstrzasana, b.) w skali 4-7 litrow, hodowle w bioreaktorach o r6znej
pojemnosci roboczej 1 systemach mieszania

Kazdy z tych typow hodowli moze przebiega¢ w warunkach tlenowych
lub beztlenowych (najczesciej w obecnosci gazow obojetnych CO,, N»).

Ze wzgledu na zmiane sktadu podtoza hodowlanego w czasie prowadzenia
procesu (obnizanie stezenia skladnikow odzywczych 1 wzrost stezenia

toksycznych metabolitow), jedynie przez krétki okres w trakcie tego typu hodowli
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panuja optymalne warunki dla wzrostu szczepu i/lub dla biosyntezy produktu.
Wzrost kultur mikroorganizmow oraz znaczacej czeSci kultur komorek

organizmow wyzszych w hodowli okresowej przebiega w podobnych fazach

(Ryc. 6).

Faza rozwoju kultury
112 3 4 5 6

Logarytm liczby komérek
lub masy komorek

Czas

Ryc. 6. Fazy wzrostu drobnoustrojéw w hodowlach okresowych [5]

1 — faza inkubacyjna (przystosowawcza, lagfaza),
2 — faza zapoczatkowanego wzrostu,

3 — faza logarytmicznego wzrostu (trofofaza),

4 — faza zahamowanego wzrostu,

5 — faza stacjonarna (faza produkcyjna, idiofaza),

6 — faza letalna.
Wzrost nieograniczony szczepu (maksymalny dla danego podioza

hodowlanego 1 danych warunkow) mozna w hodowli okresowej zaobserwowac

wyltacznie w logarytmicznej fazie wzrostu.
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Zmiany jakosciowe 1 iloSciowe aparatu enzymatycznego powoduja,
ze w zaleznos$ci od fazy hodowli z r6znym nasileniem mogg funkcjonowac r6zne
szlaki metaboliczne. Ro6zne produkty biosyntezy moga wiec powstawac

w roznych fazach hodowli (Ryc. 7).

A B C
® Stezenie produktu ® Stezenie produktu ® Stezenie produktu
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Ryc. 7. R6zne modele biosyntezy: A. produkt jest tworzony przez komorki rosnace;
B. produkt jest tworzony przez komorki nierosngce; C. produkt jest tworzony przez komorki
rosngce 1 nierosngce

* Biosynteza produktu moze przebiega¢ rdéwnolegle z intensywnym
wzrostem szczepu/linii, zanikajac w fazie stacjonarnej. Taki model procesu

wystepuje w przypadku syntezy niektorych enzyméw (Ryc. 7A).

* Biosynteza produktu moze zachodzi¢ zar6wno w komorkach rosngcych,
jak 1 nierosngcych (w fazie stacjonarnej). Ten model procesu wystepuje
w przypadku, gdy produkty przemian katabolicznych nie zmieniajg si¢
po zahamowaniu wzrostu, np. w przypadku syntez takich produktow jak
etanol czy kwas mlekowy. Podobny proces przebiega przy syntezach

aminokwasow, witamin 1 niektorych antybiotykéw (Ryc. 7B).

» Biosynteza produktu wystepuje tylko w komodrkach nienamnazajacych sie,
po catkowitym lub cze$ciowym zahamowaniu wzrostu szczepu. Zgodnie
ztym modelem przebiegaja biosyntezy wigkszosci idiolitow: toksyn,

antybiotykow, ale rowniez niektorych aminokwasow i witamin. (Ryc. 7C).
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Wada procesu okresowego jest fakt, ze nie pozwala on na maksymalne
wykorzystanie aparatury (pomi¢dzy procesami fermentacji, w trakcie oprozniania
bioreaktora, czyszczenia, napetniania nowym podiozem 1 sterylizacji, aparatura
nie realizuje funkcji produkcyjnej), jest rowniez trudny do automatyzacji
1 kontroli. W procesach okresowych objetos¢ podloza w bioreaktorze przez caty
czas trwania fermentacji nie ulega zmianie (Ryc. 3A).

Metody okresowe z zasilaniem (ang. fed-batch fermentation). Tego typu
hodowle réznig si¢ od hodowli okresowych dozowaniem sterylnej pozywki
do fermentora w odstgpach czasu wynikajacych z kontroli sktadu podtoza
hodowlanego w bioreaktorze lub alternatywnie dozowaniem ciggtym. Dzigki
temu uzyskuje si¢ zmniejszenie hamujacego wplywu produktéw metabolizmu
na rozwoj drobnoustrojow i przedtuzenie fazy logarytmicznego wzrostu, a wigc
wicksza wydajnos¢ wzrostu kultury. W hodowli okresowej z zasilaniem,
w trakcie trwania hodowli nie odbiera si¢ brzeczki hodowlanej z bioreaktora,
dlatego objetos¢ robocza podtoza sukcesywnie zwigksza si¢ w czasie trwania
procesu (Ryc. 3B).

Metoda fermentacji ciaglej (ang. continuous fermentation) polega na statym
odbieraniu podtoza z bioreaktora 1 rownoczesnym jego statym uzupetnianiu
swiezg pozywka. W efekcie objeto$¢ podtoza w bioreaktorze pozostaje
niezmieniona (Ryc. 3C). Tego typu hodowla wymaga urzadzen (bioreaktorow)
o znacznie bardziej zlozonej konstrukcji (a wigc drozszych) od stosowanych
w procesach okresowych lub okresowych z zasilaniem. Zaletami tego typu
procesow jest mozliwos¢ wyeliminowania wpltywu czasu hodowli na zmiany
warunkow w bioreaktorze 1 mozliwos¢ prowadzenia hodowli dowolnie dtugo
w ustalonych, najbardziej korzystnych warunkach. Mozliwa jest automatyzacja
procesu. Dla niektérych proceséw zwigksza to szybko$¢ 1 wydajnos¢, przy
mozliwosci maksymalnego wykorzystania aparatury 1 réwnomiernego

jej obcigzania.
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Istniejg jednak liczne wady fermentacji ciagglej (poza wysokim kosztem
aparatury), ktore powoduja, ze jest ona stosowana rzadziej od fermentacji
okresowej: przy bardzo dilugiej hodowli mozliwe jest np. pojawienie si¢
niekorzystnych mutacji 1 opanowanie hodowli przez populacje komorek
o pogorszonych witasciwosciach produkcyjnych. Istnieja tez problemy
techniczne, np. trudno$ci w utrzymaniu warunkow aseptycznych procesu przez
dtugi czas jego trwania lub w przypadku hodowli organizmoéw tworzacych uktady
wielokomorkowe (np. grzybow lub promieniowcdw), zachodzenie procesow
obrastania przewodow 1 innych elementéw bioreaktora skupiskami w postaci
ktaczkow 1 pelet. Tego typu hodowla wyklucza rowniez biosynteze metabolitow
wtornych biosyntezowanych w tzw. idiofazie, czyli fazie stacjonarnej, przez
komorki nierosngce. Duza czg$¢ substancji leczniczych otrzymywanych
na drodze biosyntezy to wlasnie idiolity (niektore antybiotyki,
immunomodulatory, cytostatyki i wiele innych). Poza tym tego typu hodowli
nie mozna zastosowa¢ w przypadku, kiedy oczekiwany produkt pozostaje
wewnatrz hodowanych komoérek 1 jego uzyskanie wymaga izolacji biomasy
a nastgpnie dezintegracji komorek i ekstrakceji produktu (np. biatka i polipeptydy
terapeutyczne uzyskiwane z hodowli modyfikowanych genetycznie
mikroorganizméw). Reasumujgc, hodowla ciggla ma najlepsze mozliwosci
zastosowania w przypadku, kiedy tworzenie produktu przebiega réwnolegle
ze wzrostem komorek (niektére enzymy) lub zachodzi zar6wno w komorkach
rosngcych jak i nierosngcych (np. kwas mlekowy, etanol, niektore witaminy,
aminokwasy, czy niektore antybiotyki (Ryc. 3C)), przy roéwnoczesnym
wydzielaniu interesujacego produktu do podtoza hodowlanego.

Natomiast dla sytuacji, gdy produkt powstaje (jest biosyntezowany) tylko
w komorkach nienamnazajacych si¢ (czyli w idiofazie — po zahamowaniu wzrostu
kultury) zastosowanie ma wylacznie odpowiednio optymalizowana hodowla

okresowa.
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6. Budowa bioreaktorow stosowanych do prowadzenia
tlenowych procesow wglebnych

Bioreaktorami (fermentorami) nazywane s3 urzadzenia stuzace do
prowadzenia procesow biotechnologicznych; w biotechnologii farmaceutycznej
— procesOw biosyntezy lub biotransformacji z wykorzystaniem mikroorganizmow,
komoérek zwierzecych, roslinnych, hybryd, enzymow. Duza liczba istniejacych
rozwigzan konstrukcyjnych bioreaktorow jest efektem optymalizacji warunkow
przebiegu procesu. Zastosowane rozwigzania techniczne zaleza np. od typu
procesu (okresowy, okresowy z doprowadzeniem pozywki, polciagly, ciagty),
rodzaju biokatalizatora (komorki/enzymy/izolowane organelle komorkowe
—wolne lub unieruchomione), rodzaju podioza (state lub plynne), wlasciwosci
produktu koncowego, zapotrzebowania na tlen (proces beztlenowy lub tlenowy).
Stad tez bioreaktory moga by¢ klasyfikowane ze wzgledu na wiele r6znych
kryteriow. Nawet kolba, w ktorej jest prowadzona hodowla mycelium grzyba
(Ryc. 5A) lub hodowla wstrzasana Streptomyces tsukubaensis (Ryc. 8) moze by¢
zaklasyfikowana jako bioreaktor: do prowadzenia hodowli okresowe;,
do prowadzenia klasycznego procesu mikrobiologicznego, do prowadzenia
hodowli wgltebnej w podtozu ptynnym, do prowadzenia proceséw tlenowych,

bezmieszadtowych itp.

06/03/2013

Ryc. 8. Hodowla wstrzasana Streptomyces tsukubaensis (wytrzasarka orbitalna, pracownia
biotechnologii farmaceutycznej Katedry i Zaktadu Technologii Lekéw i Biotechnologii
Farmaceutycznej)
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Ze wzgledu na obszerno$¢ tematu, w niniejszym rozdziale zostanie opisana
wylacznie budowa bioreaktoréw przeznaczonych do prowadzenia okresowych
procesOw wglebnych w podtozu ptynnym. Jest to najczgsciej stosowany
w biotechnologii farmaceutycznej typ bioreaktoréw, wykorzystywany
w przemystowej produkcji antybiotykdéw, witamin, przeciwciat monoklonalnych,
insuliny 1 innych lekow biatkowych. Tego typu bioreaktory wykorzystywane
sg réwniez w trakcie ¢wiczen do biosyntezy immunosupresanta takrolimus
w  wyniku hodowli szczepu S. tsukubaensis. Procesy fermentacyjne
w biotechnologii farmaceutycznej prowadzone sa w warunkach jatowych,
z wykorzystaniem czystych kultur. Szczepy/linie produkcyjne sg wysokowydajne,
niemniej wrazliwe na zakazenia (konkurencja szczepow dzikich). Fermentory sa
skonstruowane w sposob, ktory umozliwia zachowanie warunkow aseptycznych
oraz zapewnia optymalny przebieg procesu, z mozliwo$cig pomiaru 1 regulacji
parametrow procesu. Bioreaktory laboratoryjne maja pojemno$¢ robocza od kilku
mililitrow do kilkunastu litréw, wykonane sg ze szklta, szkta 1 metalu lub metalu
(Ryc. 9). Ich sterylizacj¢ wraz z podlozem hodowlanym przeprowadza si¢

w autoklawach przy uzyciu pary wodne;.

Ryc. 9. Bioreaktor firmy BioTec o pojemnosci catkowitej 8 1 (pracownia biotechnologii
farmaceutycznej Katedry 1 Zaktadu Technologii Lekow i1 Biotechnologii Farmaceutycznej)

33



Bioreaktory do prowadzenia procesow w skali ¢wierétechnicznej,
pottechnicznej, pilotazowej 1 przemystowe; wykonane sg z metalu, maja

pojemnos¢ od kilkudziesigciu litrow do kilkuset metréw szesciennych (Ryc. 10).

Ryec. 10. Bioreaktor firmy New Brunswick do prowadzenia proceséw okresowych w skali
¢wierétechnicznej, o pojemnosci catkowitej 70 1 (pracownia biotechnologii farmaceutyczne;j
Katedry i Zaktadu Technologii Lekow 1 Biotechnologii Farmaceutycznej)

Fermentory przeznaczone do tlenowych procesow wglebnych powinny miec
zapewnione efektywne systemy mieszania oraz napowietrzania, zapewniajace
zachowanie jednorodnego S$rodowiska 1 poziom natlenienia podloza (pOs)
wymagany przez hodowlany szczep. Istniejg rdézne rozwigzania techniczne
zapewniajace wydajny proces mieszania brzeczki hodowlanej (Ryc. 11) [1]:

— mieszanie mechaniczne (mieszadta tarczowo-turbinowe, $migtowe),
— mieszanie mechaniczne mieszadlem samozasysajagcym powietrze

(mieszadlo-aerator),
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— mieszanie cieczg (system hydrauliczny, recyrkulacja cieczy wymuszona przez

zewnetrzng pompe powoduje zasysanie powietrza w uktadzie ezektora),

— mieszanie gazem (system pneumatyczny); gaz jest doprowadzany przez

specjalne dysze lub betkotke (kolumna barbotazowa), w aparatach typu air-lift

cyrkulacja cieczy jest wymuszona przez zastosowanie rury cyrkulacyjne;.

mieszanie mechaniczne

obieg pozywki wymuszony przez pompe (hydrauliczny)
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obieg cieczy wymuszony przez gaz ( pneumatyczny)

A - bioreaktor z mieszadiem
tarczowoturbinowym i betkotka
B - bioreaktor z mieszadlem aeratorem

C - bioreaktor strumienicowy z pompa
zewnetrzng

D - bioreaktor kolumnowy z betkotky

E - bioreaktor kolumnowy z inZektorowym
doprowadzeniem powletrza i rurg
cyrkulacyjng

F - bioreaktor z mieszadtem smiglowym,
dyszg doprowadzajacy powietrze i rurg
cyrkulacyjna

G - bioreaktor z hydrostatyczng cyrkulacjg
zewnetrzng

1 - doprowadzenie powietrza
2 - wylot powietrza

3 - ezektor

4 - pompa

Ryc. 11. Rézne rozwigzania mieszania zawarto$ci bioreaktora: mieszanie mechaniczne
(A 1 B), mieszanie hydrauliczne (C), mieszanie pneumatyczne (D-G) [1]

Dla zapewnienia mozliwosci kontroli 1 regulacji parametréw procesu

biotechnologicznego bioreaktory zaopatrzone

sa w systemy kontrolno-

pomiarowe, umozliwiajace pomiar 1 regulacj¢ parametréw fizycznych oraz

chemicznych takich, jak temperatura, pH, stezenie niektorych skladnikow

podtoza, pO,, poziom piany, ci$nienie, szybko$¢ obrotow mieszadla, szybkos¢

dozowania cieczy, szybkos¢ przeptywu gazu.
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regulacja
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Ryc. 12. Schemat podstawowych uktadow pomiarowo-regulacyjnych w bioreaktorze
do tlenowych procesow wgtebnych [1]

Do najczesciej sterowanych parametréw procesu naleza:

— temperatura; pomiar prowadzony jest z wykorzystaniem czujnikéw
opornosciowych lub termistorow, kontrole uzyskuje si¢ poprzez zmiang
temperatury 1 nat¢zenia przeptywu medium grzejno/chtodzacego w ptaszczu
zewngtrznym bioreaktora,

— pH; pomiar wykonuje si¢ za pomocg elektrody pH, stabilizacje uzyskuje si¢

przez wkraplanie roztworéw kwasu lub zasady,
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stezenie rozpuszczonego tlenu (pO); pomiar wykonuje si¢ za pomocg
elektrody tlenowej lub czujnikdw polarograficznych, stabilizacje mozna
uzyskac przez zwigkszenie przeptywu sprezonego powietrza,

poziom piany w fermentorze; pomiar prowadzony jest z wykorzystaniem
czujnikdbw pojemnosciowych, gaszenie piany mozna uzyskaé przez
wkraplanie odpieniacza lub metodami mechanicznymi,

stezenie cukrow; pomiaru dokonuje si¢ za pomocg elektrody glukozowe;j
(enzymatycznej), stabilizacja jest mozliwa przez wkraplanie roztworu
cukrow,

obroty mieszadta; stosowane sg czujniki elektryczne lub optyczne,

stezenie biomasy; dla hodowli komoérkowych mozliwy jest pomiar
nefelometryczny, dla kultur mycelialnych jest utrudniony przez tendencje

do tworzenia pelet grzybni.

Wspolczesne bioreaktory zaopatrzone sg w elektroniczne sterowniki lub

pracuja pod kontrolg komputera, stad regulacja parametrow procesu odbywa si¢

automatycznie. W trakcie procesu biotechnologicznego z bioreaktora pobierane

sg probki brzeczki hodowlanej (w warunkach aseptycznych), a ich sktad pozwala

oceni¢ wiele innych parametréw procesu, w tym np. stezenie produktu biosyntezy.

Warunki aseptyczne w biotechnologii: wyjalawianie
bioreaktora i podloza hodowlanego, zaszczepianie hodowli
w warunkach aseptycznych

Procesy biotechnologiczne musza by¢ prowadzone w warunkach

aseptycznych, polegajacych na niezakazaniu drobnoustrojami. Czynno$ciami

zabezpieczajagcymi te warunki sg dezynfekcja, sterylizacja 1 wykorzystanie

promieniowania jonizujgcego lub UV.

Warunki aseptyczne podczas ¢wiczen zapewnia sterylizacja agaru stodowego,

pozywek ptynnych, bioreaktorow, szkla laboratoryjnego oraz odpowiednie
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przygotowanie do pracy pomieszczen, narz¢dzi 1 lozy z nawiewem laminarnym,
w ktorej dokonuje si¢ zaszczepienia pozywek materiatem biologicznym.

Dezynfekcja (odkazanie) to proces usuwania lub zniszczenia wiekszosci
drobnoustrojéow za pomoca $Srodkdw chemicznych, ktore dziataja na formy
wegetatywne bakterii 1 innych mikroorganizméw. Na dziatanie wigkszos$ci
stosowanych $rodkow dezynfekcyjnych sa oporne zarodniki i niektore typy
WIrusow.

Czynnosci dezynfekujace wykorzystywane podczas ¢wiczen dotycza
dezynfekcji skory rak (do odkazania nieuszkodzonej skéry uzywa sie¢ 60-70%
roztworu etanolu), dezynfekcji otoczenia, gtownie lozy laminarnej, otworow

fermentora i powietrza wychodzacego z bioreaktora.

Glowne Srodki dezynfekujace:
Aldehydy

Aldehydy dziataja najlepiej na bakterie Gram-dodatnie, Gram-ujemne,
przetrwalniki 1 grzyby chorobotwoércze, w pH alkalicznym (7,5-8,5) uzyskiwanym
np. dzigki obecnosci dodatku NaHCOj3, ktory powoduje alkalizacje sprotonowanych
grup aminowych i sulthydrylowych biatek 1 atoméw azotu zasad purynowych.
Zastosowanie aldehyddw jest ograniczone ze wzgledu na ich dziatanie draznigce
na zywe komorki.

Stosowanie roztworow formaliny w st¢zeniach 3—20% ze wzgledu na bardzo
przykry zapach 1 dziatanie korozjotwodrcze oraz uczulenia i1 podraznienia bion
Sluzowych jest ograniczone. Natomiast aldehyd glutarowy stosowany jest

gléwnie w postaci 2% roztworéw do dezynfekcji materiatow medycznych.

Pochodne fenolowe

Stosowane bardzo rzadko. W zalezno$ci od stezenia moga dziataé
bakteriostatycznie lub bakteriobdjczo, sg bardziej aktywne w pH kwasnym
1 w podwyzszonej temperaturze. Mechanizm ich dzialania polega na uszkadzaniu

struktur biatkowych $ciany komorkowej 1 blon biologicznych.
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Pochodne guanidyny

Przedstawicielem tej grupy zwigzkow jest chlorheksydyna stosowana
w postaci diglukonianu, octanu lub chlorowodorku w stezeniach 0,5-1%
w roztworze 70% etanolu. Silnie dziata bakteriostatycznie na bakterie Gram-
dodatnie, mniej skuteczna wobec drobnoustrojow Gram-ujemnych, nie dziata na

grzyby 1 przetrwalniki.

Alkohole

Preparaty alkoholowe, gléwnie alkohol etylowy 1 izopropylowy wykazuja
dobra aktywno$¢ bakteriobdjcza. Mechanizm ich dziatania polega na denaturacji
bialek komorkowych. Najwiekszg aktywnos$¢ obserwuje si¢ przy stezeniach
60-70%, w stezeniu 20% moga dziata¢ stabo bakteriostatycznie. Wada
dezynfektantow alkoholowych jest brak witasciwosci biobdjczych w stosunku
do przetrwalnikow bakteryjnych. Najwieksze znaczenie ma alkohol etylowy,

ktory dziata zardwno na bakterie Gram-dodatnie, jak i Gram-ujemne.

ZwigzKi utleniajgce
e zwigzki chloru

Z tej grupy zwigzkOéw najwigksze zastosowanie znalazta chloramina T
ichloran(I) sodu. Podczas hydrolizy preparatéw chloru powstaje kwas
chlorowy(I), ktory wykazuje aktywnos$¢ biobodjcza w stosunku do bakterii,
grzybow, drozdzy, niszczy formy przetrwalnikowe bakterii. Kwas fatwo wnika
do komorek drobnoustrojow 1 w wyniku jego dalszych przemian nastgpuje
denaturacja enzyméw, zawierajacych w szczegdlnosci grupy — SH. Dzigki
niespecyficznemu, oddzialywaniu na komoérki, mikroorganizmy nie maja
mozliwo$ci uodpornienia si¢ na dziatanie kwasu chlorowego(I).

Do zastosowan wprowadzono réwniez ditlenek chloru jako srodek niszczacy

nie tylko zarodniki, ale takze przetrwalniki 1 wirusy.
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e jodofory

Sa to kompleksowe potaczenia jodu z polimerami, biopolimerami lub
zwigzkami powierzchniowo czynnymi spetniajgcymi role nosnikow. Zwigzki te
uwalniajg jod, ktéry utlenia grupy sulthydrylowe oraz tworzy kompleksy
z biatkami btony cytoplazmatyczne;.
Zwigzki nadtlenowe

Preparaty tej grupy, m.in. nadtlenek wodoru, kwas nadoctowy, nadsiarczan
potasu (K,S,0sz), odznaczaja si¢ bardzo szerokim spektrum zwalczanych
organizméw, bakterii 1 form przetrwalnikowych.
Czwartorzedowe sole amoniowe (CSA)

Czwartorzegdowe sole amoniowe sg zwigzkami jonowymi, posiadaja
w czasteczce grupe hydrofobowa i hydrofilowa. Mechanizm dziatania polega
na adsorpcji zwigzku na ujemnie naladowanej blonie komorkowej 1 dyfuzji
do wnetrza komoérki drobnoustroju, powodujac uszkodzenie i denaturacje biatka.
Po przenikni¢ciu przez btone komorkowa dochodzi do uwolnienia jonéw K" oraz
niskoczasteczkowych sktadnikéw wewnatrzkomorkowych. Niskie stezenia CSA
powoduja zaklocenia w obszarze blony komodrkowej, wykazujac dziatanie
bakteriostatyczne. Przy wyzszych stezeniach dochodzi do $mierci komorki.
Preparaty zawierajagce CSA dzialajg aktywniej na bakterie Gram-dodatnie niz
Gram-ujemne, a takze drozdze, niektére grzyby 1 wirusy. Posiadajg bardzo dobra
zwilzalno§¢ powierzchni 1 ewentualnych osaddéw, a przy tym wykazuja
wlasciwosci myjace. Zard6wno preparaty stezone, jak 1 roztwory robocze
sg stabilne 1 nie ulegajg rozkladowi. Wada stosowania CSA jest indukowanie
tworzenia form opornych. W celu wyeliminowania narastania opornosci
preparaty tej grupy powinny by¢ stosowane przemiennie ze S$rodkami
o odmiennym charakterze dziatania bojczego.

Innym procesem gwarantujacym warunki aseptyczne w biotechnologii jest
sterylizacja (wyjatawianie), podczas ktérej ulegaja zniszczeniu lub usunieciu

wszystkie drobnoustroje znajdujace si¢ w pltynach lub przedmiotach.
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Sterylizacj¢  przeprowadza si¢ za pomocg czynnikow  fizycznych
lub mechanicznych (filtracja). Wyjatawianiu poddaje si¢ plyny uzywane
do hodowli komorek, szkto 1 przybory laboratoryjne.

Wyjalawianie pod ciSnieniem w parze nasyconej

Proces wykonuje si¢ w aparatach zwanych autoklawami wykorzystujac pare
nasycong pod cisnieniem. Najcze$ciej wyjatawianie prowadzi  si¢
w temperaturach 117-121°C, przez 20 minut, pod ci$nieniem do 0,3—0,4 MPa.
W procesie wyjatawiania ging drobnoustroje 1 ich formy przetrwalnikowe
(endospory) oraz zarodniki 1 wirusy. T¢ metode wykorzystuje si¢ do rozpuszczania
agaru, sterylizacji plynow, roztworow 1 pozywek, narzedzi, materiatlow
opatrunkowych 1 operacyjnych oraz odpadow 1 zuzytych materiatow
medycznych.

Stosujac te metode nalezy pamigtaé, ze pozywki hodowlane poddane
dluzszemu dziataniu wysokich temperatur moga by¢ przyczyng powstawania
produktow toksycznych dla drobnoustrojéw. Reakcja cukrow z aminokwasami
(reakcja Maillarda) jest zrodlem powstawania toksycznych zwigzkow typu
N-podstawionej glukozaminy. W celu uniknigcia tego zjawiska bardzo czesto
cukry poddaje si¢ osobnej sterylizacji.

W  przemysle proces sterylizacji przeprowadza si¢ bezposrednio
w bioreaktorach metodg ciagla w temperaturach znacznie wyzszych (ok. 140°C)

1 w krétszym czasie (rzedu 1-3 min.).

Wyjalawianie w goracym powietrzu (sterylizacja sucha)

Do tego celu wykorzystuje si¢ suszarki, w ktorych proces sterylizacji
w temperaturze 180°C musi trwaé 2 godziny. Wyjalawianie suchym powietrzem
stosowane jest gtoéwnie do sterylizacji szkta laboratoryjnego, niektorych narzgdzi

1 przyboréw laboratoryjnych.

Wyzarzanie w plomieniu
Ta czynno$¢ wykonywana jest gldwnie przy szczepieniu pozywek

materialem biologicznym. Uzywane do tego celu ezy lub inne narzgdzia

41



wprowadza si¢ do plomienia palnika gazowego lub spirytusowego powodujac
natychmiastowe zniszczenie drobnoustrojow. Metoda ta jest takze stosowana

przy opalaniu szyj kolb.

Dzialanie promieni o krotkiej dlugosci fali
Do wyjalawiania uzywane sg promienie nadfioletowe i promienie gamma.
e Promieniowanie nadfioletowe
Mechanizm dziatania silnie bakteriobdjczego polega na przenikaniu promieni
o dtugosci fali od 230 nm do 290 nm do wnetrza komorki 1 niszczeniu struktury
kwasow nukleinowych, szczegdlnie DNA. Ze wzgledu na to, ze promienie
nie przenikajag gleboko wykorzystuje sie je do wyjalawiania powietrza
w pomieszczeniach.
e Promieniowanie gamma
Ten rodzaj promieniowania magnetycznego ma zdolnos¢ glebokiego przenikania

przez przedmioty 1 ptyny niszczac struktury kwasow DNA 1 RNA.

Wyjalawianie przez saczenie (sterylizacja mechaniczna)

Przy zastosowaniu filtrow dochodzi do mechanicznego oddzielenia
drobnoustrojéw od pltynow lub gazow. Na filtrze zatrzymywane si¢ czasteczki
lub komorki drobnoustrojow wigksze niz wielko$¢ poréw przegrody.

W  procesach biotechnologicznych metoda ta jest wykorzystywana
do wprowadzania do bioreaktora jatowego powietrza, otrzymywanego
z kompresora, ktore przechodzi przez warstwe filtracyjng 1 nie jest zrodltem
wtornych infekcji. Czesto jako materiaty filtracyjne wykorzystuje si¢ wegiel
aktywny o silnych wtasciwosciach adsorpcyjnych i wate szklang. Ze wzgledu
na duzg higroskopijnos¢ 1 wigksze prawdopodobienstwo rozwoju drobnoustrojow
nie stosuje si¢ waty bawelnianej. Oprocz wymienionych stosowane sg filtry
z acetylowanego alkoholu poliwinylowego powleczonego zywica silikonowa

oraz filtry membranowe wykonane z estrow celulozy (octan, azotan), teflonu
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(filtry o najwickszej trwatosci), ceramiki, szkta (lejki filtracyjne Schotta

o odpowiedniej gestosci) 1 porowatych spiekow metalowych.

8. Parametry i kontrola procesu

Zachodzace w bioreaktorach procesy sg niezwykle ztozone. Na ich przebieg
ma wpltyw wiele czynnikéw Srodowiskowych oraz wewnatrzkomorkowych,
szczegllnie dla procesow, w ktorych biokatalizatorami sg zywe komorki.
Projektujac proces biotechnologiczny, ustala si¢ jego parametry wyjsciowe,
opierajac na wynikach uzyskanych w trakcie badan nad optymalizacja procesu.
Parametry te, okreslane parametrami sterowanymi, odgrywaja zasadniczg rolg
w przebiegu procesu 1 w jego sterowaniu. Parametry sterowane mozna podzieli¢
na trzy grupy: parametry biologiczne, chemiczne i fizyczne.

Parametry biologiczne charakteryzujg materiat posiewowy 1 obejmuja:
— genotyp szczepu,
— 1lo$¢ inokulum,
— jako$¢ inokulum (stan fizjologiczny, wiek komorek, potencjat

metaboliczny itp.).

Parametry chemiczne obejmuja:

— sktad podtoza hodowlanego (ilos¢ 1 rodzaj zrodta wegla, azotu, fosforu, siarki,
magnezu, mikroelementéw, prekursoréw produktu, promotorow wzrostu,
substancji pomocniczych),

— sktad roztworéw dozowanych do bioreaktora w trakcie procesu (odpieniacze
dla proceséw z dozowaniem sktadnikow podtoza, a dla proceséw poélciagtych

1 cigglych sktadniki odzywcze podtoza).

Parametry fizyczne to z kolei: obroty mieszadta (dla proceséw prowadzonych

w bioreaktorze z mieszaniem mechanicznym), temperatura, przeplyw powietrza
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lub innego gazu (wyrazany w litrach gazu na litr podioza na jednostk¢ czasu),
czas prowadzenia procesu.

Ustalone w momencie rozpoczynania hodowli w bioreaktorze parametry
sterowane majg ztozony, wielokierunkowy wptyw na istniejace w trakcie hodowli
warunki efektywne (parametry procesowe), a warunki te wptywaja na efekt

koncowy procesu, czyli parametry wynikowe (Ryc. 13).

Parametry Warunki Wvniki
sterowane procesowe y
BIOLOGICZNE ilos¢ i stan dainoké
genotyp, jako§¢ —> fizjologiczny ——— wydaj
T . produktu
i ilo$¢ inokulum biomasy
biezgce
CHEMICZNE sietenie
s!dad podl?za sldadnikow kosztg‘f
i roztworéw Z surowcéw
dozowanych pocitaza, pis,
poO,, pCO,
FIZYCZNE warunki
Obrot)" mieszad}a, mieszania'
napowietrzanie, &F
dozowanie i ——> koszt energii

transport tlenu,

roztworéw, .
tworzenie sig
temperatura, ik
czas Py

Ryc. 13. Relacje pomigdzy grupami parametrow procesu biosyntezy (schemat uproszczony).
Podkreslona na czerwono przyktadowa droga wptywu zmiany sktadu podtoza hodowlanego
na wydajnos¢ produktu [3]

Przyktadowo, przeplyw sprezonego powietrza przez podioze ptynne
(parametr fizyczny) wyrazany w litrach na minute na litr podtoza 1 mierzony
aerometrem wpltywa na biezace stezenie (ci$nienie parcjalne) tlenu w podtozu
(parametr chemiczny). Z kolei wptywa to na 1lo$¢ 1 stan fizjologiczny biomasy

(parametr biologiczny), od ktorego zalezy wydajnos¢ biosyntezy produktu,
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a w efekcie koncowym na jego koszt. Napowietrzanie (parametr fizyczny)
wplywa rownoczes$nie na pienienie podltoza 1 zwigzane z tym warunki
transportu tlenu (parametry fizyczne), powodujac np. koniecznos¢ wkroplenia
odpieniacza i wplywajac jednocze$nie na zmiane¢ sktadu poditoza hodowlanego
(parametr chemiczny).

Jak wida¢, wspotzaleznosci pomiedzy parametrami procesu sg niezwykle
ztozone 1 nie daja si¢ w petni przewidywac. Stad proces optymalizacji warunkow
procesu biotechnologicznego opiera si¢ na wynikach badan eksperymentalnych.

W przypadku procesu okresowego prowadzonego bez odprowadzania
podtoza hodowlanego, sktadniki podtoza ulegaja wyczerpaniu w trakcie trwania
hodowli, obniza si¢ stezenie zrodta wegla, azotu, itp., a nagromadzeniu ulegaja
produkty metabolizmu. Zmiany te wplywaja na stan fizjologiczny 1 st¢zenie
biomasy hodowanego szczepu czy komoérek. Obrazuje to typowy dla wiekszosci
mikroorganizméw 1 linii komérkowych wykres rozwoju hodowli okresowej wraz
z podanymi nazwami faz rozwoju opisany w rozdziale 5. (Ryc. 6).

Warunki procesowe zmieniajag si¢ w trakcie prowadzenia hodowli
okresowej, wptywajac na efekt procesu. Kontrola procesu biotechnologicznego
polega na cigglym (ang. on-line) lub okresowym badaniu warunkow procesowych
panujacych w bioreaktorze poprzez analiz¢ sktadu probek brzeczki hodowlanej
pobranych z bioreaktora w trakcie trwania hodowli. Ich zmian¢ obrazuje si¢
na wykresach. Mozliwa jest kontrola parametrow fizycznych 1 niektorych
chemicznych on-line, np. temperatury, st¢zenia tlenu (za pomoca elektrody
tlenowej), przeplywu gazu (za pomocg aerometru), pH brzeczki (za pomoca
elektrody do pomiaru pH), obrotow mieszadta. Mozliwe jest tez wykrywanie
1 ocena poziomu tworzacej si¢ piany. Wigksze klopoty sprawia oznaczanie
aktualnego stezenia zrodta wegla (np. mieszaniny cukréw), zrodla azotu, stezenia
produktu, stezenia biomasy (zwykle wyrazanej w gramach suchej masy komorek
w 1 litrze hodowli), ale sg tez inne metody opisane w nastepnym rozdziale.

Zwykle wykonuje si¢ analize probek pobranych z bioreaktora w ustalonych
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odstepach czasu. Minimalna liczba parametrow biologicznych 1 chemicznych
oznaczanych w pobranych probkach ogranicza si¢ do 3 czynnikow: aktualnego
stezenia biomasy, stg¢zenia zrodta wegla 1 energii (najczesciej réznego rodzaju
sacharydow, ale z rozdziatu dotyczacego sktadu podtozy hodowlanych wynika,
ze mozliwe s3 tez inne zrddla) oraz stezenia produktu. Analiza uzyskanych
danych jest prowadzona nastepnie w celu optymalizacji procesu — np. ustalenia
optymalnego czasu hodowli, sprawdzenia czy wlasciwie dobrane zostato
zrodto wegla 1 azotu, podjecia decyzji o zmianie typu hodowli np. z okresowej
na okresowa z dozywianiem, oraz wprowadzenia koniecznych interwencji
(np. zadozowanie odpieniacza). We wspoOtczesnych bioreaktorach interwencje
takie, jak zadozowanie kwasu lub zasady do utrzymania pH na
zaprogramowanym poziomie, zwigkszenie przeptywu powietrza w celu
podwyzszenia stezenia tlenu w podtozu, wkroplenie odpieniacza celem
wygaszenia piany, obnizenie lub podwyzszenie temperatury medium
grzejno-chtodzacego, aby utrzymac temperature na zaprogramowanym poziomie,
wykonywane sg automatycznie przez systemy kontrolno-pomiarowe.

Na rysunku ponizej (Ryc. 14) przedstawiony jest przyktadowy wykres
obrazujacy kinetyke zuzycia zrodla wegla (mieszanina glukozy i maltozy),
przyrostu biomasy komoérek 1 biosyntezy penicyliny przez szczep Penicyllim
chryzogenum w hodowli wgtebnej w podtozu ptynnym. Wyniki uzyskane zostaty
z analizy probek pobieranych z bioreaktora w ustalonych przedziatach
czasowych. Z wykresu mozna wyciggna¢ wnioski np. na temat optymalnego
czasu hodowli w zaprogramowanych warunkach (ok. 120 h); mozna stwierdzi¢,
ze penicylina jest typowym idiolitem, biosyntezowanym przez niemnozace si¢
komorki (w idiofazie) oraz ze zrodto wegla jest doskonale wykorzystywane przez
szczep powodujac intensywny przyrost biomasy (w rzeczywistosci dotyczy
to tylko jednego z dwoch uzytych do przygotowania podtoza cukréow — glukozy).
Mozna tez stwierdzi¢, ze zadozowanie §wiezej pozywki do hodowli

po 30 godzinach (dozywienie hodowli) spowodowatoby przedluzenie fazy
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logarytmicznego wzrostu szczepu, ale rownocze$nie odsungtoby w czasie fazg

produkcyjng.
& ; faza faza produkciji (idiofaza)
aza EaE
t przejsciowa
% WZrosii zasilanie hodowli glukoza,
100 (trofofaza) zrodlem azotu i prekursorem
=3
‘\
\
75 biomasa
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Ryc. 14. Wykres obrazujacy kinetyke procesu biosyntezy penicyliny przez szczep
Penicyllium chryzogenum. Wykres znormalizowany — wartos$ci st¢zen zrodta wegla i energii,
biomasy i penicyliny podane sa w % wartosci maksymalnych [3]

9. Wazrost szczepu, metody kontroli wzrostu, wydajnos¢
wlasciwa wzrostu, wydajnos¢ biosyntezy, obliczenia, wzory

Obiektem badan w trakcie ¢wiczen z przedmiotu Biotechnologia
farmaceutyczna jest szczep promieniowca S. tsukubaensis, dlatego dane zawarte
w tym rozdziale dotycza glownie pomiaru wzrostu kultur mikroorganizméw,
jak 1 grzybow (w tym tez modyfikowanych genetycznie), oraz wydajnosci
biosyntezy ich produktéw metabolizmu.

Wzrost populacji obeymuje réwnoczesnie dwa zjawiska: wzrost
pojedynczych komorek oraz ich rozmnazanie. W przypadku organizmow
jednokomoérkowych wzrost populacji mozna mierzy¢ poprzez pomiar liczby
komorek w jednostce objetosci (np. poprzez pomiar gestosci optycznej hodowli)

lub poprzez pomiar stezenia masy komorek (zwykle wyrazany w gramach mokre;j
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lub suchej masy na 1 litr hodowli). W przypadku kultur grzybdw strzepkowych,
promieniowcéOw czy kultur mycelialnych grzybow wyzszych pierwsza
z wymienionych powyzej metod nie moze mie¢ zastosowania, poniewaz rozwoj
wegetatywny tych organizméw polega na tworzeniu rozgatezionych ukladow
wielokomorkowych, natomiast proces rozmnazania zwigzany jest z fragmentacja
grzybni lub sporulacjg. Metoda stosowang do pomiaru wzrostu takiej kultury
pozostaje wigc pomiar stezenia biomasy.

Najczescie] stosowanym parametrem do oceny wzrostu kultury zaréwno
dla organizmow jednokomoérkowych, jak 1 wielokomorkowych jest stezenie
biomasy — wzrost populacji wyraza si¢ szybkos$cig zmiany st¢zenia suchej masy

komorkowej (/L h).

W zalezno$ci od typu prowadzonej hodowli (hodowla powierzchniowa
lub wglebna) oraz charakterystyki hodowanych komoérek (organizmy
jednokomorkowe czy tworzace wielokomorkowe struktury) mozna stosowac
inne, cze¢sto mniej doktadne metody pomiaru wzrostu kultury poprzez pomiar:

— $rednicy kolonii w hodowli powierzchniowe;,

— gestosci optycznej hodowli organizmdéw jednokomdrkowych,

— wysokosci warstwy biomasy odwirowanej w wykalibrowanych probowkach,
— przyrostu $wiezej/wilgotnej biomasy komorkowej (zawierajacej zwykle

10-15% suchej masy).

W hodowli okresowej, w jej poczatkowym okresie istniejg warunki, ktore
umozliwiaja wzrost z szybkos$cia maksymalna, zalezng tylko od skladu
jakosciowego podtoza hodowlanego, temperatury 1 pH. Wzrost nie jest

limitowany niedoborem substratéw czy obecno$cig toksycznych produktéw

metabolizmu. Wzrost taki jest okreslany jako nieograniczony i moze przebiegac
ze statg, maksymalng w tych warunkach szybkoscig. Zdeterminowany jest
wylacznie szybkoscig biosyntezy skladnikow biomasy, pozyskiwania energii
metabolicznej, transportu komodrkowego oraz zalezy od mechanizmoéw

koordynacji metabolizmu. Wzrost nieograniczony przebiega zgodnie z kinetyka
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proceséw autokatalitycznych (szybko$¢ jest proporcjonalna do stezenia
autokatalizatora, czyli np. w hodowlach mikroorganizméw — komoérek zdolnych
do samoreprodukcji). Tego typu wzrost w hodowli okresowej wystepuje w fazie
logarytmicznej. Natomiast po zakonczeniu fazy logarytmicznej, kiedy w podtozu
nastepuje spadek stezen sktadnikéw odzywczych (limitacja wzrostu)
lub nagromadzenie metabolitéw wplywajacych hamujaco na rozwoj kultury,

wystepuje zjawisko wzrostu ograniczonego.

Podstawowym parametrem charakteryzujacym wzrost drobnoustrojow,

zarOwno nieograniczony, jak i ograniczony, jest szybkos$¢ wlasciwa wzrostu,

ax
wyrazana jako stosunek szybkos$ci przyrostu masy komorkowe;j (E) do biomasy

juz istniejacej (X)

lub, po przeksztatceniu rownania:
_In (X2-X1)
t2—-t1

gdzie:
X>— stgzenie biomasy w czasie t2,
X1 — stezenie biomasy w czasie /1.

Szybko§¢ wilasciwa wzrostu, maksymalna dla danej kultury — tmax
charakteryzuje wzrost nieograniczony, czyli w przypadku hodowli okresowej

— szybkos$¢ wzrostu w logarytmicznej fazie.
Stad eksperymentalne wyznaczenie umax mozliwe jest przez pomiar st¢zenia

biomasy na poczatku 1 na koncu fazy logarytmicznego wzrostu i1 wstawienie

uzyskanych warto$ci do podanego powyzej wzoru.
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Stezenie biomasy (g s.m./L)

Czas (t)

Ryec. 15. Eksperymentalna metoda oznaczenia maksymalnej wtasciwej szybkosci
WZIrostu fmax

Jak wspomniano powyzej wzrost nieograniczony przebiega ze stalg
maksymalng szybkoscig 1 jest zalezny wylacznie od szybkosci biosyntezy
sktadnikow biomasy, pozyskiwania energii metabolicznej, transportu komorkowego
oraz mechanizméw koordynacji metabolizmu. Ujmujac to inaczej, dla danego
gatunku czy szczepu zalezy od warunkéw hodowli, w tym sktadu podtoza.

W przypadku wspomnianego powyzej zjawiska limitacji wzrostu, np. przez
niskie stezenie limitujgcego sktadnika podtoza hodowlanego, nastepuje spadek
szybkos$ci wzrostu, opisywany rdwnaniem:

ax _ S

dt Hmax Ks+S

Gdzie:
X — stezenie biomasy,
S — stezenie substratu,
Ks — stata potnasycenia (stezenie substratu, przy ktorym u = 0,5 timax).
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Z przeksztalcenia rGwnania wynika, ze dla wzrostu limitowanego stezeniem

substratu (S) szybko$¢ wtasciwa wzrostu jest opisana rOwnaniem:

S
H= Hmax s

W hodowli cigglej, jak opisano w rozdziale 5, do fermentora w sposob staly
doprowadzana jest $wieza pozywka, a jednoczesnie usuwana jest rtOwnowazna
objetos¢ medium zawierajagcego komorki, metabolity oraz niewykorzystane
sktadniki odzywcze. Dzigki temu obj¢tos¢ robocza pozostaje stala, a w fermentorze
utrzymywane sg stabilne warunki fizykochemiczne. Hodowla taka prowadzona
jest zazwyczaj w tzw. chemostatach — specjalistycznych fermentorach
zaprojektowanych do pracy w trybie przeptywowym. W przeciwienstwie do
hodowli okresowej, w hodowli ciagltej] mozna przez dtuzszy czas utrzymywac
populacje mikroorganizméw w fazie logarytmicznego (wyktadniczego) wzrostu.
Przektada si¢ to na szereg korzysci technologicznych 1 ekonomicznych,
takich jak:

— pominigcie etapu przygotowania inokulum,

— zwigkszenie wydajnos$ci w porownaniu z metodami okresowymi,

— zmniejszenie powierzchni uzytkowej instalacji przy tej samej wielkosci
produkcji,

— latwiejsze utrzymanie statych parametréw procesu (pH, temperatura, stezenie
substratu, dostepnos¢ tlenu),

— stabilno$¢ 1 powtarzalnos¢ procesu w czasie.
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Prowadzenie procesu w sposob ciggly wymaga jednak zachowania stanu
rOwnowagi pomigdzy tempem wzrostu komorek a ich usuwaniem z uktadu.

Sytuacja taka opisywana jest warunkiem:

D =pu

Gdzie:
D — szybko$é rozcieficzania [h!],
U — rzeczywista szybkos$é wzrostu drobnoustrojow [h!].

Szybkos¢ rozcienczania (D), zdefiniowana jako stosunek objetosciowego
doptywu $wiezej pozywki (F) do objetosci roboczej fermentora (V), oblicza

si¢ wedlug wzoru:
D F
|4

Gdzie:
F — objetos¢ swiezej pozywki doprowadzanej do fermentora w jednostce czasu [L/h],
V' — objetos¢ robocza fermentora.

Zachowanie rownowagi w hodowli ciaglej oraz utrzymanie stabilnych
warunkéw srodowiskowych umozliwia ilosciowg analizg procesu na podstawie
parametrow kinetycznych. W szczegdlnosci, przy znajomosci podstawowych
wielkosci takich jak: szybko$¢ rozcienczania, stezenie substratu w pozywce oraz
w fermentorze, a takze wydajnos¢ wzrostu biomasy, mozliwe jest obliczenie
kluczowych parametréw opisujacych przebieg hodowli.

W stanie stacjonarnym, gdy szybkos$¢ wzrostu komoérek (u) zréwnuje si¢
z szybkoscig ich usuwania z ukladu (D), mozliwe staje si¢ wyprowadzenie
zalezno$ci pozwalajacych na oszacowanie stezenia substratu oraz biomasy

w fermentorze.
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Na tej podstawie mozna obliczy¢ stezenie substratu w fermentorze:
D-Ks
umax — D

S =

Gdzie:
S — stezenie substratu w fermentorze [g/L],
D — szybkosé rozcieficzania [h!],
K. — stata pétnasycenia [g/L] (warto$¢ substratu, przy ktorej u = 0,5 tmax),
Umax —maksymalna szybkos$¢ wzrostu [L/h].

Znajac wydajno$¢ wzrostu biomasy wzgledem substratu oraz rdznice
miedzy stgzeniem substratu w pozywce §wiezej a jego stgzeniem w fermentorze,

mozna obliczy¢ stezenie biomasy (gestos¢ komorek):

X=Y (5 D'Ks)
*/s 0 Umax_D

Gdzie:

X — stgzenie biomasy [g/L],

Yy — wydajno$¢ biomasy wzgledem substratu [g biomasy /g substratu],
So — stezenie substratu w doptywajacej pozywce [g/L],

D — szybko$¢ rozciefnczania [h!],

K. — stata potnasycenia [g/L] (warto$¢ substratu, przy ktorej u = 0,5 tmax),
Umax — maksymalna szybko$¢ wzrostu [L/h].

Hodowle okresowe 1 ciggle to dwa podstawowe tryby prowadzenia
bioprocesOw mikrobiologicznych, réznigce si¢ sposobem zasilania pozywka,
stabilno$cig warunkow oraz mozliwo$ciami kontroli procesu. Hodowla okresowa
umozliwia obserwacje wszystkich faz wzrostu mikroorganizméw 1 jest
szczegollnie uzyteczna w badaniach laboratoryjnych. Z kolei hodowla ciagta
pozwala na utrzymanie komoérek w fazie wzrostu logarytmicznego, co sprzyja
dtugotrwatej 1 powtarzalnej produkcji biomasy lub metabolitow wtornych.

Szczegotowe porownanie metod okresowych 1 ciggltych przedstawiono

w Tabela 1.
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Tabela 1. Porownanie hodowli okresowej i ciaglej

Cecha Hodowla okresowa Hodowla ciggla
Zasilanie pozywka Jednorazowe, Ciagle,
na poczatku procesu przez caly czas trwania procesu

Objetos¢ robocza

Zmienia si¢ w trakcie

hodowli

Stala

Fazy wzrostu

Wyraznie wyodrebnione fazy

(lag, log, stacjonarna)

Faza logarytmiczna

Czas trwania hodowli

Ograniczony
(kilkanascie — kilkadziesiat
godzin)

Potencjalnie nieograniczony

Mozliwosé sledzenia

zmian faz

Tak

Nie,
warunki sg utrzymywane

na stalym poziomie

Szybko$¢ komoérek wzrostu

Zmienna w czasie

Stata, szybko$¢ wzrostu réwna

szybko$ci rozcienczania

(u=D)

w fazie logarytmicznej

Parametry Srodowiskowe |Zmienne Utrzymywane
(pH, O: itd.) na statym poziomie
Mozliwos$¢ oceny tmax Tak, Nie,

bezposrednio — proces

prowadzony ponizej fmax

krotki czas trwania

Zastosowanie Skala laboratoryjna, procesy |Produkcja przemystowa,
nieciagte procesy dtugotrwate
Ryzyko kontaminacji Mnigjsze, Wieksze,

proces dlugotrwaty

Sterowanie i kontrola

Proste

Wymaga precyzyjnych

systemow automatyki

Typowe produkty

Metabolity wtdrne, enzymy,

biomasa

Enzymy, biomasa, metabolity

przy statych warunkach
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10. Izolacja produktu procesu biotechnologicznego, przyklady
metod wydzielania i koncentracji bioproduktow

Wydzielenie produktu bioprocesu ze wzgledu na charakter plynu
pohodowlanego jest trudne. Na dobor metod wyodrebniania, oczyszczania
1 rozdzielania produktu procesu biotechnologicznego maja wplyw:

a. lokalizacja produktu (gromadzenie w komorkach, cze$ciowe zwigzanie
ze $ciang komorkowa 1 czesciowe wydzielanie do podtoza),

b. wlasciwosci produktu (reaktywno$¢, charakter jonowy, polarnosc,
hydrofilowos$¢ lub hydrofobowos¢),

c. wrazliwo$¢ produktu na warunki wyodrgbniania (temperatura, pH, warunki
jonowe).

Celem wyizolowania produktu ze $ciany komorkowej poddaje sie ja
zniszczeniu poprzez mechaniczne rozrywanie komorek (ucieranie, rozcinanie,
mielenie), dziatanie czynnikami fizycznymi (ultradzwigki, szok osmotyczny,
gwattowna dekompresja, zamrozenie i rozmnozenie) i czynnikami chemicznymi
(uzycie rozpuszczalnikow organicznych, detergentéw, kwasow).

Najczesciej izolacja bioproduktu poprzedzona jest wykonaniem ponizszych
czynnosci:

a. cieplna koagulacja biatek,

b. zakwaszenie w celu zmiany tadunku na powierzchni komorek i osiggnigcia
punktu izoelektrycznego,

c. dodanie substancji filtracyjnych np. ziemi okrzemkowej, rozpuszczalnikow
organicznych lub detergentow czy elektrolitow (NaCl, CaCl,).

Po przeprowadzonej hodowli zawiesinge drobnoustrojow (biomase¢) oddziela
si¢ z wykorzystaniem procesOw filtracji na obrotowych filtrach bebnowych
lub w procesie wirowania w separatorach lub wiréwkach bebnowych. Nastgpnie
wykorzystywane sg rézne techniki separacyjne, do ktorych nalezg: ekstrakcje

(klasyczna, jonowymienna), chromatografie (jonowymienna, sorpcyjna,
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wysokosprawna cieczowa), filtracja zelowa, wytracanie, saczenie, wirowanie,
zatezanie, krystalizacja, suszenie, liofilizacja.
Schemat wyodrgbniania 1 oczyszczania bioproduktu na przyktadzie

antybiotyku przedstawia zamieszczony ponizej schemat (Ryc. 16).

IZOLACJA ANTYBIOTYKU

ZAWIESINA
[ POHODOWLANA l
:::2:::: filtracja wytracanie
filtracja lub wirowanie zatezanie
A
¥ ¥ l
PRZESACZ BIOMASA SHEREE
chromatografia PREPARAT
jonowymienna, ekstrakgcja, PASZOWY
sorpcyjna reekstrakcja
iinne
L J
¥
ROZTWOR
ANTYBIOTYKU
odbarwianie s
membranowe

l l

zatezanie €——— chromatografia

i

krystalizacja
lub
wytracanie

!

suszenie
i liofilizacja
{
ANTYBIOTYK

Ryc. 16. Schemat wyodrebniania i oczyszczania bioproduktu z mieszaniny pohodowlanej
na przyktadzie antybiotyku [3]
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11. Metody optymalizacji procesu

Podstawowym zadaniem w kazdym procesie technologicznym, w tym
rowniez w biotechnologii farmaceutycznej, jest osiggniecie zatozonego celu
w optymalnych warunkach 1 przy minimalnych naktadach. Na wynik prowadzonego
procesu wplyw majg zaréwno czynniki wewnatrzkomoérkowe (parametry
biologiczne), jak 1 srodowiskowe (parametry chemiczne 1 fizyczne). Optymalizacja
przebiegu procesu wymaga przeprowadzenia analizy wspotzaleznosci pomiedzy
wyzej wymienionymi parametrami 1 wyboru tych, ktore odgrywaja podstawowga
role w osiggnieciu optymalnego wyniku procesu, czyli uzyskania jak najwyzszej

wydajnosci produktu, przy jak najnizszym koszcie (Ryc. 17).

STEROWANE
[ PARAMETRY l
Y
FIZYCZNE CHEMICZNE BIOLOGICZNE
- temperatura - sktad: - genotyp szZcZepu
- czas o - podioza - inokulum:
- dozowanie roztworow - dozowanych roztworow - Jakosc
- napowietrzanie - llosc
- mieszanie

L |
3 “\
-~ \
A Y 1 r Y Y

WARUNKI EFEKTYWNE WARUNKI EFEKTYWNE WARUNKI EFEKTYWNE

Y
Y

- lepkosé < - aktualne stezenie skiadnikow [ - biomasa:
- pienienie podioza - ilosé
- warunki: -pH - stan fizjologiczny
- transportu O, - pO, - mutacje
- mieszania -pCO; - zakazenia
Y
\—)| KOSZt SUFOWCOW ‘
v ¥ L 4
ZuzZycie energil —» koszt produktu l«——  wydajnos¢ procesu
| I
IPARAMETRY WYNIKOWE |

Ryc. 17. Wpltyw r6éznych grup parametrow podlegajacych optymalizacji na wynik procesu
biotechnologicznego [1]
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Optymalizuje si¢ zarowno parametry biologiczne (optymalizacja szczepu
lub linii komdérkowej), jak 1 chemiczne (sktad podtoza hodowlanego) 1 fizyczne
(temperatura, mieszanie, napowietrzanie, czas hodowli).

Optymalizacj¢ procesu prowadzi si¢ najpierw podczas opracowania nowego
procesu w skali laboratoryjnej a pdzniej, powtornie, podczas podnoszenia skali
do warunkow produkcyjnych. Parametry biologiczne (genotyp szczepu oraz
jakos¢ 1 1lo$¢ inokulum wyrazana w procentach objetosci hodowli), parametry
chemiczne (sktad podtoza hodowlanego, w tym sktadniki odzywcze oraz
obecno$¢ substancji pomocniczych) 1 temperatura pozostajg w zasadzie
niezmienne bez wzgledu na skale procesu.

* Proces optymalizacji zaczyna si¢ od udoskonalenia biokatalizatorow
— szczepow mikroorganizmow lub linii komérkowych wykorzystywanych
w bioprodukcji. Jak opisano w rozdziale 1. czg¢sci teoretycznej, obejmuje
to zastosowanie réznych technik ingerencji w genom ,,biokatalizatora”,
czyli szczepu lub linii komorkowej (np. mutageneza, fuzja protoplastow,
techniki rekombinowanego DNA) w celu wzmocnienia okreslonych cech,
takich jak wyzsza produktywno$¢, lepsze wykorzystanie substratu lub
wyzsza odpornos$¢ na stres sSrodowiskowy. Mozliwe jest tez projektowanie
1 konstruowanie szczepow czy linii komorek dostosowanych do
pozadanego bioprocesu. Przyktadem moga by¢ hybrydy wykorzystywane
do biosyntezy przeciwcial monoklonalnych czy transformowane bakterie

wykorzystywane do biosyntezy biatek terapeutycznych.

» Poza optymalizacjg biokatalizatora bardzo istotna jest optymalizacja sktadu
podtoza hodowlanego, polegajaca na znalezieniu optymalnych zrodet
makroelementdw, czyli wegla, azotu, fosforu, siarki (patrz rozdziat 4.) oraz
mikroelementow. Rozne szczepy czy linie komorkowe rdznig sig
zdolnoscia wykorzystania danego sktadnika podtoza hodowlanego
do biosyntezy sktadnikow biomasy i1 pozyskiwania energii metaboliczne;.

Przyktadowo, niektore szczepy drozdzy wykorzystuja z powodzeniem
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jako zrodlo wegla weglowodory, pochodne ropy naftowej, podczas gdy
wykorzystywane w biotechnologii farmaceutycznej szczepy promieniowcow
1 grzybow oraz linie komorek roslinnych 1 zwierzgcych wymagaja zrodet
weglowodanowych (cukrow). Tolerancja 1 wykorzystywanie konkretnych
weglowodanow sg tez rozne dla roznych szczepdw 1 linii komorkowych;
np. optymalnym zrédlem wegla dla S. tsukubaensis jest glukoza lub
maltoza, natomiast wzrost na podtozu z sacharoza lub melasg jest znacznie
stabszy. Wstepna optymalizacje sktadu podiloza prowadzi si¢ metoda
OFAT (ang. One Factor At a Time), zmieniajgc w kolejnych
eksperymentach tylko jeden czynnik, np. zrédto wegla lub jego stezenie.

W podobny sposdb poszukuje si¢ innych niz skladniki odzywcze
komponentow podloza hodowlanego, w tym stymulatoréw wzrostu czy
prekursorow procesu biosyntezy.

Prekursorami w procesach biosyntezy sa zwiazki, ktore sg substratami
lub reagentami w tych procesach. Wprowadzenie do podtoza hodowlanego
zwigzkdw, czesto o zlozonej strukturze, ktore stanowig materiat wyjsciowy
(starter) lub ,,gotowe elementy” do budowy bardziej zlozonych czasteczek
organicznych moze znaczaco podwyzsza¢ wydajnos¢ procesu.

Wybor potencjalnych prekursoréw biosyntezy produktu opiera si¢ na
znajomosci jego biogenezy lub jezeli szlak biosyntezy jest jeszcze nieznany,
na znajomosci struktury danego zwigzku.

Na przyktad dla takrolimusu, 23-czlonowego makrolaktonu bedacego
produktem biosyntezy szczepu promieniowca S. tsukubaensis, zarOwno opisana
biogeneza tego zwigzku, jak 1 wzor strukturalny (Ryc. 18, zwigzek A.) wskazuja
na sensowno$¢ testowania jako potencjalne prekursory kwasow, pochodnych
uktadoéw heterocyklicznych pirydyny i piperydyny. Jednym z ostatnich etapow
biosyntezy tego zwigzku jest wbudowanie do tworzacej si¢ czasteczki

takrolimusu pochodnej kwasu pipekolinowego (Ryc. 18B), powstajacej

59



w komoérce promieniowca w wyniku przemiany histydyny. Uktad ten jest

zaznaczony w strukturze takrolimusu ramkg (Ryc. 18A).

Ryec. 18. Typowanie potencjalnych prekursorow biosyntezy takrolimusu na podstawie analizy
jego struktury

Mozna wigc sadzi¢, ze wprowadzenie do podioza hodowlanego np. soli
kwasu pipekolinowego (Ryc. 18B) lub innego zwigzku zawierajacego podobny
uktad heterocykliczny (np. soli kwasu pikolinowego — Ryc. 18C, soli kwasu
nikotynowego — Ryc. 18D lub nikotynamidu — Ryc. 18E) poprzez prekursorowanie
utatwi 1 przyspieszy proces biosyntezy, czyli podwyzszy jego wydajnos¢.

Ryc. 19 przedstawia wyniki opisanych powyzej eksperymentéw, majacych
na celu znalezienie efektywnych prekursorow biosyntezy takrolimusu,
przeprowadzonych w Katedrze 1 Zaktadzie Technologii Lekéw 1 Biotechnologii
Farmaceutyczney WUM. W tym przypadku wszystkie testowane zwigzki
znaczaco wptywaty na wydajno$¢ biosyntezy produktu, przy czym wptyw ten byt

zalezny od stezenia suplementu w podtozu.
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Ryc. 19. Wyniki poszukiwania efektywnych prekursorow biosyntezy takrolimusu pomiedzy
pochodnymi kwasow heterocyklicznych

W podobny sposob, analizujac biogeneze produktu biosyntezy, a nastepnie
optymalizujac skiad podtoza hodowlanego typuje si¢ 1 testuje potencjalne
prekursory biosyntezy innych zwigzkéw. Innymi sktadnikami podloza, ktére
znaczaco moga wplyna¢é na wydajnos¢ procesu sg promotory wzrostu.
To substancje, ktére w przypadku mikroorganizmow stymulujg rozwdj kultury
poprzez przyspieszanie podzialdw komorkowych 1 zwickszanie populacji
mikroorganizmow. Niektore z tych zwigzkow, takie jak np. witaminy
czy aminokwasy mogg przyspieszaé procesy metaboliczne w komdrkach
mikroorganizméw, w tym np. syntez¢ bialek, kwaséw nukleinowych,
co prowadzi do szybszego wzrostu.

Pewne zwigzki chemiczne, moga by¢ niezbedne dla konkretnych gatunkow
mikroorganizmoéw a ich brak moze hamowa¢ wzrost. Dostarczenie tych
zwigzkdéw do poditoza moze dziata¢ jako promotor wzrostu. Zwiazki promujace
1 regulujgce wzrost sg zalezne od rodzaju kultury i1 inne dla kultur komdérek
zwierzecych (np. czynniki wzrostu, hormony, cytokiny, bydlgca surowica
ptodowa) czy roslinnych (np. auksyny, gibereliny, cytokiny), niemniej szersze

omoéwienie tego tematu wykracza poza zakres tego skryptu.
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Czynnikiem chemicznym majgcym bardzo istotny wptyw na rozw¢j kultury
jest pH podtoza hodowlanego. Ogolne preferencje réznego typu organizmow,
jezeli chodzi o pH podioza, sg znane (np. kultury grzybow zwykle preferujg
srodowisko lekko kwasne, natomiast kultury bakterii — bliskie obojetnemu),
jednak réznice pomiedzy odmiennymi gatunkami, a nawet szczepami, sg na tyle
istotne, ze na etapie wstepnej optymalizacji sktadu podloza przeprowadza si¢
testy rozwoju kultury w podtozach o r6znym pH, z doktadnoscig do 0,1 jednostki.
W trakcie hodowli pH podioza moze ulega¢ zmianie ze wzgledu na powstawanie
metabolitbw o réznym charakterze chemicznym, ale bioreaktory stosowane
do prowadzenia proceséw przemystowych maja mozliwos¢ kontroli on-line
pH podtoza oraz korekty przez dozowanie kwasu lub zasady.

Poza optymalizacjg parametréw biologicznych i chemicznych, optymalizacji
podlegaja rdwniez parametry fizyczne: temperatura, mieszanie, wymiana masy,
napowietrzanie (wyrazane w litrach powietrza na litr podloza na jednostk¢ czasu),
czas hodowli. Optymalizacja tych parametréw nie jest szczegolnie skomplikowana,
ale niestety dla wigkszosci z nich (poza temperaturg procesu) dotyczy danego
bioreaktora, o zdefiniowanej geometrii, pojemnosci roboczej, typie mieszania
1 napowietrzania (dla procesow tlenowych). Przy podnoszeniu skali procesu
od bioreaktorow laboratoryjnych do przemystowych pojawiajg si¢ powazne
problemy z zachowaniem na tym samym poziomie takich istotnych parametrow
jak: zapotrzebowanie mocy na jednostke objetosci podtoza (zwigzanego m.in.
Z mieszaniem) oraz obje¢tosciowego czynnika przenikania tlenu (zwigzanego
z napowietrzaniem). Okazuje si¢, ze przy podniesionej skali procesu zachowanie
tej samej geometrii bioreaktora, tych samych obrotow mieszadta oraz tej same;j
szybkoSci napowietrzania nie zapewnia podobnych warunkow fizycznych
srodowiska, co ma wptyw na wydajnos¢ procesu. Innym powaznym problemem
przy podnoszeniu skali procesu biotechnologicznego jest opracowanie metody
odbierania ciepta powstajacego w wyniku przebiegu hodowli. Jego ilos¢ moze

by¢ tak duza, ze stosowany w mniejszej skali procesu plaszcz chtodzacy moze
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nie mie¢ wystarczajacej] wydajnosci chtodzenia. Stad przyjeta jest ponowna
optymalizacja warunkow fizycznych procesu dla bioreaktoréw o powiekszone;j
skali: przebieg procesu jest sprawdzany przy stopniowym podwyzszaniu skali
bioreaktoréw, od skali laboratoryjnej przez podwyzszong laboratoryjng ¢wierc-
1 poéltechniczng do skali pilotazowej 1 produkcyjne;.

Odrebnym problemem jest wieloparametryczna optymalizacja procesu
biotechnologicznego, polegajaca na jednoczesnym ulepszaniu wielu jego
parametrow w celu osiaggnigcia optymalnego wyniku. Czesto musi ona brac
pod uwage sprzeczne cele (np. wydajno$¢ procesu versus jego koszt)
1 uwzgledniac r6zne ograniczenia. W procesie produkcyjnym nalezy jednocze$nie

optymalizowa¢ czas realizacji, wydajnos$¢ i jakos$¢ produktu oraz koszty.

11.1. Optymalizacje procesu metodami statystycznymi

Jak wspomniano w poprzednim rozdziale, tradycyjnym podejsciem
do prowadzenia eksperymentdéw jest metoda jednoczynnikowa, znana jako OFAT,
polegajaca na badaniu wptywu pojedynczego czynnika na wynik eksperymentu,
przy jednoczesnym utrzymywaniu pozostalych zmiennych na statym poziomie.
Chociaz OFAT jest technikg prosta 1 intuicyjna, jej ograniczenia sprawiaja,
ze w przypadku bardziej ztozonych systemow staje si¢ nieefektywna
1 nie dostarcza pelnej informacji o badanym procesie. OFAT nie umozliwia
analizy interakcji migdzy czynnikami, co oznacza, ze zalezno$ci pomig¢dzy
ré6znymi zmiennymi moga pozosta¢ niezauwazone. W rzeczywistosci czynniki
czesto wpltywaja na siebie nawzajem, a ich wspotdziatanie moze istotnie
zmienia¢ wynik eksperymentu. Dodatkowo, OFAT nie pozwala na budowanie
matematycznych modeli opisujacych relacje miedzy zmiennymi, przez co
nie gwarantuje witasciwego wyboru optymalnych warunkow bioprocesu,
a jej zdolno$¢ do przewidywania wynikow dla nowych warunkow jest ograniczona.
Metoda ta wymaga przeprowadzenia duzej liczby prob, co zwigksza czas

1 koszty badan.
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Z wymienionych wzgledow do optymalizacji wykorzystuje si¢ obecnie na
coraz wigksza skale bardziej zaawansowane, statystyczne podejscie, znane jako
planowanie doswiadczen (ang. Design of Experiments, DoE) lub teoria
eksperymentu. Jego celem jest uzyskanie odpowiedzi na pytanie: jak zaplanowac
doswiadczenie, aby mozliwie szybko 1 przy kosztach ograniczonych do
niezbednego minimum uzyskac¢ jak najwiecej uzytecznej informacji?

Wydajnos$¢ procesow biotechnologicznych jest wynikiem dziatania wielu
czynnikow (zmiennych wejsciowych) oraz ztozonych zalezno$ci pomiedzy nimi,
ktore czesto wpltywaja na rezultat w sposob nieliniowy. Dlatego jednym
z obszarow, w ktorym planowanie DoE znajduje szczegdlnie szerokie
zastosowanie, jest biosynteza z wykorzystaniem mikroorganizméw i1 grzybow.
Metoda ta stanowi skuteczne narzedzie do optymalizacji warunkéw hodowli
1 zwigkszania wydajnos$ci produkcji pozagdanych metabolitdw. Procesy biosyntezy
moga przebiega¢ w roézny sposob i1 zaleza od licznych parametrow, takich
jak sktad pozywki, temperatura, pH, czas inkubacji czy obecno$¢ prekursorow.
Kluczowe w badaniach biotechnologicznych jest zatem precyzyjne okreslenie
wpltywu tych czynnikoOw na przebieg procesOw biologicznych. DoE umozliwia
rOwnoczesng analize wielu zmiennych oraz ich wzajemnych zaleznosci,
co stanowi istotng przewage w poréwnaniu do klasycznego podejscia, jakim jest
metoda OFAT. Dzigki temu pozwala nie tylko na skrocenie czasu
eksperymentowania i zmniejszenie liczby wymaganych prob, ale takze na glebsze
zrozumienie badanych proceséw. DoE pozwala réwniez na budowe modeli
matematycznych (np. rownan regresyjnych), ktére umozliwiajg prognozowanie
efektow modyfikacji zmiennych wejsciowych bez konieczno$ci przeprowadzania
dodatkowych testow. To z kolei pozwala na bardziej precyzyjne prognozowanie
wynikoéw, co jest niemozliwe w tradycyjnym podejsciu OFAT.

Poroéwnanie zalet 1 ograniczen metod OFAT oraz DoE w kontekscie badan

biotechnologicznych przedstawiono w Tabela 2.
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Tabela 2. Porownanie metod eksperymentalnych OFAT (One Factor At a Time) i DoE
(Design of Experiments)

Kryterium OFAT DoE
Podejscie Jeden czynnik Wiele czynnikéw
zmieniany na raz badanych jednoczesnie
Z1ozono$¢ Prosta i intuicyjna Bardziej ztozona,
wymaga planowania
1 analizy statystycznej
Liczba prob Zazwyczaj wigksza, Zazwyczaj mniejsza,
szczegblnie przy wielu wicksza efektywnos¢
zmiennych eksperymentu
Czas i koszty Wysokie Nizsze
dla ztozonych systemow przy dobrej optymalizacji
Wykrywanie Nie pozwala Pozwala
interakcji na analiz¢ interakcji miedzy na identyfikacje
czynnikami 1 analizg interakcji
Optymalizacja Trudna lub niedoktadna Umozliwia doktadna
warunkow optymalizacj¢ wielu parametréw

jednoczesnie

Budowanie modeli

Brak mozliwosci

Mozliwos¢ tworzenia modeli

i wiarygodnos¢

w zlozonych systemach

matematycznych predykcyjnych
(np. rdwnan regresji)
Dokladnosé Niska, Wysoka,

umozliwia analiz¢ wariancji

(ANOVA) i testy statystyczne

z biotechnologii

inkubacji przy produkcji

enzymu

Zastosowania Proste, Ztozone procesy biologiczne,
jednoczynnikowe badania inzynierskie, przemystowe
Przyklad Zmiana tylko temperatury Jednoczesna optymalizacja pH,

czasu inkubacji

1 stezenia substratu

Metody DoE obejmuja rozne strategie planowania eksperymentéw. Kazda

znich ma swoje zalety 1 ograniczenia, ktore nalezy wzig¢ pod uwage przy
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planowaniu eksperymentdw, a wybor odpowiedniego rozwigzania zalezy od
liczby badanych czynnikéw, dostepnych zasobow oraz celéw eksperymentu.
Ponizej przedstawiono najwazniejsze metody DoE, wykorzystywane w badaniach
biotechnologicznych.

1. Pelny plan czynnikowy (ang. Full Factorial Design) — , Jaki wpbhyw majg
wszystkie czynniki oraz ich wzajemne interakcje na wynik eksperymentu?”
Pelny plan czynnikowy jest jedng z najstarszych 1 najbardziej kompleksowych
metod  projektowania  eksperymentéw. Polega na  przeprowadzeniu
eksperymentéw dla wszystkich mozliwych kombinacji poziomdéw wszystkich
badanych czynnikow. Jest to podejscie idealne, gdy celem jest zrozumienie

interakcji mi¢dzy czynnikami.
2. Plany czynnikowe frakcyjne (ulamkowe) (ang. Fractional Factorial
Design) — Jak zbadac¢ najwazniejsze czynniki przy ograniczonej liczbie prob?
Analizujg jedynie cze$¢ mozliwych kombinacji czynnikow, co pozwala
ograniczy¢ liczbe eksperymentow. Umozliwiajg oszacowanie gtownych efektow
oraz wybranych interakcji, jednak kosztem pomini¢cia interakcji wyzszego rzedu.
Stosowane sg przy duzej liczbie czynnikow, np. w przemysle farmaceutycznym.
Szczegblnym przypadkiem tej metody jest, stosowany gléwnie na etapie
wstepnego przesiewu, plan Placketta-Burmana (ang. Plackett-Burman
Design) odpowiadajacy na pytanie — Ktore czynniki sq najwazniejsze?
Jest to stosunkowo prosta metoda, uzywana gléwnie do identyfikacji
najwazniejszych czynnikéw w eksperymencie. Nie analizuje on interakcji miedzy
czynnikami, lecz skupia si¢ na efekcie gtownym kazdego z nich. Metoda ta jest
bardziej oszczedna pod wzgledem liczby eksperymentow, dlatego stosowana
jest gtbwnie na etapie wstepnych badan.
3. Metody powierzchni odpowiedzi (ang. Response Surface Methodology,
RSM) — stosowane po etapie selekcji czynnikow, stluza do modelowania

1 optymalizacji.

66



3.1. Plan centralny kompozycyjny (ang. Central Composite Design;

CCD) —Jak znalez¢ najlepszq kombinacje poziomow czynnikow i zbudowacé
model odpowiedzi?
CCD jest jedna z najczgsciej stosowanych metod optymalizacji
w biotechnologii. Umozliwia precyzyjne opracowanie modelu odpowiedzi
na podstawie danych eksperymentalnych. Metoda ta sprawdza si¢ szczegodlnie
wtedy, gdy celem jest stworzenie zaawansowanego modelu matematycznego
procesu. Eksperymenty sg projektowane w sposdb umozliwiajacy wyznaczenie
powierzchni odpowiedzi (ang. Response Surface), co pozwala na ocen¢ wplywu
poszczegdlnych czynnikow oraz ich interakcji na wynik.

3.2. Plan Boxa-Behnkena (ang. Box-Behnken Design; BBD)

— Jak zoptymalizowac proces, znajgc juz najwazniejsze czynniki?

Plan Boxa-Behnkena to metoda eksperymentalna stosowana w celu optymalizacji
proceséw. BBD jest uzupetnieniem pelnego planu czynnikowego, umozliwiajacym
przeprowadzenie mniejszej liczby eksperymentow, przy jednoczesnym
doktadnym okresleniu wplywu zmiennych na proces. Plany Boxa-Behnkena
pozwalaja na uzyskanie modeli matematycznych, ktére moga by¢ nastgpnie
wykorzystane do prognozowania wynikow.

4. Alternatywne strategie projektowania eksperymentow

Metoda Taguchiego (ang. Taguchi Design) — Jak uzyskac¢ stabilne wyniki?
Metoda Taguchiego skupia si¢ na minimalizacji wptywu zaktocen (szumow)
na wynik eksperymentu. Gléwnym celem jest optymalizacja odpornosci procesu
na zmiany warunkow zewnetrznych, a nie tylko maksymalizacja wydajnosci. Jest
szczegoblnie przydatna w produkeji, gdzie ma si¢ do czynienia z r6znymi zrodtami

zmiennoSci, a celem jest poprawa jakosci przy minimalnych kosztach.
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IV. Czes¢ eksperymentalna

[—

. Regulamin obowiazujacy w pracowni biotechnologicznej

. Student’/ka musi posiada¢ aktualne ubezpieczenie zdrowotne 1 fartuch

laboratoryjny dla ochrony ubrania przed zniszczeniem oraz zmienione obuwie.
Student/ka wykonujacy/a ¢wiczenia jest odpowiedzialny/a za utrzymanie

miejsca pracy w czystosci 1 porzadku.

. Sprze¢t 1 odczynniki potrzebne do wykonywania ¢wiczen znajduja si¢

na stotach laboratoryjnych.

Nie wolno pipetowa¢ ustami, nalezy korzystac¢ z pipetoréw.

. W przypadku oparzenia chemicznego lub termicznego nalezy miejsce oparzenia

obficie sptukac¢ woda 1 zgtosi¢ zdarzenie asystentowi prowadzacemu zajecia.
Podczas procesu filtracji, destylacji oraz mycia szkla i sprzetu laboratoryjnego
nalezy zwroci¢ szczegdlng uwage na zabezpieczenie oczu; uzywac okularow
ochronnych.

Ze wzgledu na prace z wykorzystaniem lozy laminarnej student/ka
powinien/powinna zachowac szczego6lng ostroznos¢, tak aby nie narazac siebie
1 innych na niebezpieczenstwo:

* musi rowniez przestrzega¢ zasad pracy jatlowej, pracowaé przy

wylaczonej lampie UV,

» wszelkie czynnos$ci zwigzane z posiewami wykonywaé przy zapalonym

palniku, dlugie wlosy musza by¢ spiete,

* drobny sprzet metalowy (np. ezy, pesety) nalezy zaro6wno przed,

jak 1 po uzyciu opali¢ w palniku w celu zniszczenia drobnoustrojow,

» po zakonczeniu pracy nalezy umyc¢ rece.
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8. Z pracowni nie mozna wynosi¢ na zewnatrz hodowli mikroorganizmow,
odczynnikoéw, szkta laboratoryjnego.

9. Odpady powinny by¢ pozostawiane w miejscach oznaczonych lub wskazanych
przez prowadzacego.

10. W pracowni niedopuszczalne jest spozywanie positkow, picie napojow,
zucie gumy.

11. Podczas zaje¢ nie nalezy uzywac telefonéw komorkowych.

12. Po zakonczonym ¢wiczeniu sprzet 1 miejsce pracy muszg by¢ pozostawione
w porzadku 1 czystosci, aby kolejna grupa ¢wiczeniowa mogla z nich korzystac.

13. Student/ka przebywajacy/a na zajeciach z biotechnologii farmaceutyczne;j
w Katedrze 1 Zaktadzie Technologii Lekow 1 Biotechnologii Farmaceutyczne;j
jest obowigzany/a dbac¢ o sprzgt 1 urzadzenia oddane do uzytku, a za wszelkie
poczynione szkody odpowiada materialnie.

14. Wszelkie wypadki przy pracy laboratoryjnej nalezy bezzwtocznie zglosié
osobie prowadzacej zajgcia, nie wolno samodzielnie podejmowac srodkow
zaradczych.

15. Zatozone hodowle nalezy doktadnie opisywac.

2. Kbryteria zaliczenia przedmiot biotechnologia farmaceutyczna

Warunkiem dopuszczenia do zaliczenia koncowego jest obecnos$¢ na
seminariach 1 ¢wiczeniach. Kazda nieobecno$¢ studenta musi by¢
usprawiedliwiona okazaniem zwolnienia lekarskiego. Nieobecnos¢ na
seminariach 1/lub ¢wiczeniach student odrabia na odpowiednich zajeciach z inng
grupg dziekanska. W przypadku ostatniego bloku ¢wiczeniowego nie istnieje
mozliwo$¢ odrobienia seminarium i/lub ¢wiczen, wowczas student otrzymuje
dodatkowe pytanie z materiatu seminaryjnego i/lub ¢wiczeniowego na zaliczeniu

koncowym.
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Wyktady prowadzone sg w formie zdalnej, a seminaria i ¢wiczenia w formie

stacjonarne;j.

Przedmiot konczy si¢ zaliczeniem pisemnym, ktére zawiera 4 pytania
otwarte, obejmujgce material wyktadowy, seminaryjny 1 dotyczacy tematyki
éwiczeniowej. Kazde pytanie punktowane jest w skali od 0 do 5. Srednia liczba
uzyskanych punktow decyduje o ocenie. Na ostateczng oceng z przedmiotu
ma wpltyw uzyskanie liczby punktow z zaliczenia pisemnego (maksymalnie
20 punktow) oraz przedstawienie w sprawozdaniu otrzymanych podczas ¢wiczen
wynikéw z ich interpretacja (maksymalnie 4 punkty).

Ocena, kryteria: 2,0 (niedostateczny) ponizej 15 pkt., 3,0 (dostateczny)
15-16 pkt., 3,5 (dos$¢ dobry) 1718 pkt., 4,0 (dobry) 19-20 pkt., 4,5 (ponad dobry)
21-22 pkt., 5,0 (bardzo dobry) 23-24 pkt.

Studentowi przystuguja dwa terminy zdawania zaliczenia, z czego drugi
termin jest terminem poprawkowym. W przypadku usprawiedliwionej
nieobecnosci na zaliczeniu, studentowi przystuguje dodatkowy termin.
O przyczynie nieprzystgpienia do zaliczenia student powiadamia koordynatora
przedmiotu najpozniej w ciggu trzech dni roboczych po terminie zaliczenia.
Zaswiadczenie lekarskie usprawiedliwiajace nieobecnos$¢ student dostarcza
do koordynatora przedmiotu w terminie 7 dni roboczych od dnia wystawienia
zaswiadczenia, ale nie pdzniej niz w ciggu trzech dni roboczych po terminie
zaliczenia. Dodatkowy termin zaliczenia ustala koordynator przedmiotu
w porozumieniu z Kierownikiem Jednostki. Zaliczenie traktuje si¢ jako zaliczenie
uzyskane w pierwszym terminie.

W przypadku nieuzyskania zaliczenia z przedmiotu w pierwszym i drugim
terminie student moze ztozy¢ wniosek, w ciggu 7 dni od daty zaliczenia,

do Dziekana o zgodg¢ na przystapienie do zaliczenia komisyjnego.
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3. Charakterystyka ¢wiczen

Cwiczenia z biotechnologii farmaceutycznej prowadzone sa w grupach
studenckich, ktorych liczebno$¢ jest ustalona w zarzadzeniu Rektora WUM,
dotyczacym liczebno$ci grup studenckich uczestniczacych w zajeciach
dydaktycznych. Grupy studenckie podzielone sg na dwie lub trzy podgrupy.
Po wykonaniu czterech ¢wiczen kazda podgrupa sklada asystentowi
sprawozdanie, w ktorym zawarte sg informacje o uzyskanych wynikach
oraz wnioski. Istotne sg informacje o sktadzie stosowanych podtozy hodowlanych
(sg rézne dla réznych grup), o parametrach prowadzonych procesoOw oraz
o uzyskanych wynikach dla hodowli wstrzasanych 1 w bioreaktorze (wzrost
szczepu, wydajno$¢ biosyntezy produktu). W sprawozdaniu musi by¢
przeprowadzona analiza kinetyki rozwoju szczepu w bioreaktorze, podane wyniki
eksperymentu, dotyczacego optymalizacji sktadu podtoza oraz analiza wplywu
podnoszenia skali procesu na wydajnos¢. Szczegodlnie istotne sg wnioski
z uzyskanych wynikow, rowniez w przypadkach, kiedy wyniki eksperymentow
nie sg zgodne z oczekiwaniami. Przy opisach poszczegdlnych ¢wiczen podane sg

wzory obliczen 1 sugestie na temat metody przedstawienia wynikow.

4. Opis ¢wiczenia 1 i wzor sprawozdania
z przeprowadzonych eksperymentow

Jak wspomniano we wstepie do skryptu, w czasie ¢wiczen z przedmiotu
Biotechnologia farmaceutyczna studenci przeprowadzaja w praktyce
uproszczony  przemystowy  proces  biotechnologiczny  biosyntezy
immunosupresanta takrolimus, zgodnie z podanym w rozdziale II schematem

blokowym (Ryc. 2. str. 11).
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Cwiczenie 1 obejmuje czynnosci zawarte w 1 i 2 bloku schematu blokowego
przemystowego procesu biotechnologicznego (na rysunku ponizej zaznaczone

kolorem czerwonym).

1 przygotowanie pozywek
iich s:terylizacia

2. rozmnazanie materiatu posiewowego
a - szczep produkeyjny

(zamrozony lub zliofilizowany)
b - hodowla szczepu na skosach agarowych
¢ - hodowla w kolbach Roux
d - hodowla wstrzgsana
e - hodowla w bioreaktorach posiewowych

3 v v
3. proces biosyntezy
\\
H{1J 4 zawiesina pohodowlana
wyodrebnianie
produktu
substancja
D—_D 5 przygotowanie 6 .
formy feku zagospodarowanie
LEK odpadow

Ryec. 20. Zakres dziatan dotyczacych biosyntezy makrolidu takrolimus prowadzonych
w trakcie ¢wiczenia 1 (kolor czerwony)

W trakcie ¢wiczenia zapoczatkowany jest rowniez eksperyment dotyczacy
optymalizacji skladu podioza hodowlanego przez poszukiwanie nowych
prekursorow biosyntezy lub promotorow wzrostu szczepu.

Cel (wiczenia:  oZywienie zakonserwowanego szczepu  Streptomyces
tsukubaensis przez posiew na przygotowane podloZa stale, przygotowanie
podtozy plynnych do powiekszenia skali hodowli na nastepnych éwiczeniach,
przygotowanie podtoia do hodowli inokulum S. tsukubaensis wykorzystywanego

do zaszczepienia hodowli wglebnej w fermentorze (dalszy etap powiekszania

72



skali hodowli), konserwacja testowanego szczepu dwiema metodami:
zawieszenie w 20% roztworze glicerolu i zamroZenie w temperaturze -18°C orazg

posiew na skosy agarowe i ich inkubacja, a nastepnie przechowanie w 4°C.

Czynnosci wykonywane przez podgrupe ¢wiczeniowa:

— przygotowanie 100 ml agaru stodowego w kolbie stozkowej (wg podanego
ponizej przepisu) 1 sterylizacja w szybkowarze,

— przygotowanie 3 probowek zabezpieczonych korkami z waty 1 folig
aluminiowg z przeznaczeniem do wykonania skoséw agarowych,

— wylanie agaru slodowego w lozy z nawiewem laminarnym na wczesniej
przygotowane sterylne 3 ptytki Petriego,

— przygotowanie 3 skoséw agarowych przez wlanie sterylnego agaru
do wysterylizowanych probowek zabezpieczonych korkami z waty 1 folia,

— przygotowanie 3 kolb stozkowych podtoza ptynnego o pojemnosci 500 ml
zawierajacych po 200 ml poditoza plynnego, wg sktadu pozywki podanej
przez asystenta (poditoze 1, 2 lub 3), ktére postuzy do przeprowadzenia
eksperymentu dotyczacego optymalizacji sktadu podloza; umieszczenie
odpowiednich nawazek CaCO; w kazdej kolbie, ustalenie pH roztworu
powstalego ze zmieszania pozostalych skladnikéw (tacznie dla 3 kolb)
1 rozlanie do poszczego6lnych kolb,

— przygotowanie jednej kolby o pojemnosci 500 ml zawierajace 200 ml podtoza
ptynnego (inokulum) przeznaczonego do zaszczepienia fermentora (sktad
podany ponizej),

— przesianie szczepu na plytki 1 skosy agarowe 1 umieszczenie ich w cieplarce
w temperaturze 37°C na 7 dni,

— przygotowanie trzech fiolek do konserwacji szczepu w glicerynie oraz
sterylnego 80% roztworu gliceryny,

— konserwacja szczepu w 20% roztworze gliceryny w warunkach jalowych

w lozy laminarnej, w sterylnych fiolkach, z wykorzystaniem 80% roztworu
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sterylnej gliceryny 1 zawiesiny komorek szczepu oraz umieszczenie
wykonanych probek w temperaturze -18°C,

— opisanie ptytek, probowek 1 kolb nazwg szczepu, data posiewu i kodem
sktadajacym si¢ z: numeru grupy (wg planu zaje¢é, czyli np. 1, 2 itd.),
litery przypisanej podgrupie (A, B, C), numeru pozywki (1, 2, 3); np.
S. tsukubaensis, 12 11l 2025, 141. Przygotowanym kolbom nalezy przypisa¢
dodatkowo numery probek (1, 2, 3), a kolbie z pozywka do zaszczepienia

fermentora wyrazenie ,,inokulum”.

Czynnosci wykonywane przez grupe ¢wiczeniowg:

— sterylizacja w autoklawie kolb stozkowych z podtozami ptynnymi i inokulum,
probowek zabezpieczonych korkami z waty 1 folig oraz tubuséw z pipetami

1 ptytkami Petriego przeznaczonymi dla nastgpnej grupy (hala maszyn).

Sklad podlozy hodowlanych:

Agar slodowy

Ekstrakt stodowy 0,5%
Ekstrakt drozdzowy 0,4%
Glukoza 0,4%
Agar 2%
pH=7,3

Podloze do hodowli inokulum

Glukoza 2%
Hydrolizat kazeiny 3%
MgSQO,* 7H,0 0,05%
KH,PO4 0,2%
Na,HPO4+ 12H,0O 0,4%
CaCOs 0,3%
pH=7,3
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Pozywki plynne 1-3

Uwaga: testowany suplement podtoza jest rozny dla roznych grup, informacje
o rodzaju zwigzku chemicznego i jego stezeniu w podiozu podaje asystent
prowadzqcy seminarium poprzedzajgce ¢wiczenie. Podloze nr 1 jest podtozem
referencyjnym (porownawczym, niesuplementowanym).

Pozywka plynna nr 1

Glukoza 2%
Ekstrakt drozdzowy 3%
MgSO, 7TH,O 0,05%
KH,PO4 0,2%
Na,HPO,+ 12H,0 0,4%
CaCO; 0,3%
pH=7,3

Pozywki plynne nr2i3
Glukoza 2%
Ekstrakt drozdzowy 3%
MgSO,« 7TH,O 0,05%
KH,PO4 0,2%
Na,HPO,+ 12H,0 0,4%
CaCO; 0,3%
pH=7,3

Testowana substancja w podanym przez asystenta stezeniu, roznym dla podiozy

pltynnych 2 1 3;
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Przygotowanie sprawozdania z przebiegu pierwszego ¢wiczenia

(wykonuje kazda podgrupa):

Numer grupy studenckiej

1 litera przypisana podgrupie ¢wiczeniowej

Imiona 1 nazwiska 1.
studentow

przypisanych
do podgrupy

e A R B

Nazwa szczepu Streptomyces tsukubaensis FERM BP-927

Numer i sktad pozywki
plynnej

Sktad podtoza

do hodowli inokulum
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5. Opis ¢wiczenia 2 i wzor sprawozdania
z przeprowadzonych eksperymentow

Cwiczenie 2 obejmuje dalsze czynno$ci zawarte w 1 i 2 bloku schematu
blokowego przemystowego procesu biotechnologicznego (na rysunku ponizej

zaznaczone kolorem zielonym).

1 przygotowanie pozywek
i ich sterylizacja

2. rozmnazanie materiatu posiewowego
a - szczep produkeyjny

(zamrozony lub zliofilizowany)
b - hodowla szczepu na skosach agarowych
¢ - hodowla w kolbach Roux

d - hodowla wstrzasana
e - hodowla w bioreaktorach posiewowych

3. proces biosyntezy

[y

3‘!

O 4 zawiesina pohodowlana
wyodrebnianie l
produktu
substancja \
0 o e | ® zagospodarowanie
LEK odpadéw

Ryc. 21. Zakres dziatan dotyczacych biosyntezy makrolidu takrolimus prowadzonych
w trakcie ¢wiczenia 2 (kolor zielony)

W trakcie ¢wiczenia kontynuowany jest rowniez eksperyment dotyczacy
optymalizacji skladu podioza hodowlanego przez poszukiwanie nowych
prekursorow biosyntezy lub promotoroéw wzrostu szczepu.

Cel ¢éwiczenia: optymalizacja sktadu podloza hodowlanego, zapoczgtkowanie
procesu podnoszenia skali hodowli Streptomyces tsukubaensis — wyprowadzenie

czystych hodowli poprzez przesiew z plytek 7 podloem stalym na przygotowane
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w poprzednim ¢éwiczeniu plynne podtoZa testowe. Przygotowanie bioreaktora,

podtoza i osprzetu do hodowli wglebnej 7 kontrolg parametrow biosyntez)y.

Czynnosci wykonywane przez podgrupe ¢wiczeniowa:

— kontrola czystosci 1 wzrostu szczepu na podlozach agarowych (posiew
wykonany na poprzednim ¢wiczeniu),

— przesiew szczepu na podioza ptynne, przygotowane w poprzednim tygodniu:
podioza testowe oraz podloze do hodowli inokulum. Umieszczenie

zaszczepionych ptynnych podtozy w wytrzasarce laboratoryjne;.

Czynnosci wykonywane przez grupe ¢wiczeniowg:

— przygotowanie fermentora 1 osprzetu,
— przygotowanie pozywki ptynnej do fermentora (sktad pozywki zostanie
podany przez asystenta),

— sterylizacja fermentora z podtozem w autoklawie.

Opis hodowli wglebnej:

1. Badany gatunek mikroorganizmu: Streptomyces tsukubaensis FERM BP-927.

2. Typ hodowli: hodowla okresowa wgtebna w pozywce ptynne;.

3. Typ fermentora: fermentor z mieszaniem mechanicznym, zaopatrzony
w mieszadto mechaniczne, betkotke 1 grzatkg lub fermentor typu air-lift
z mieszadtem pneumatycznym.

4. Sktad 1 ilos$¢ pozywki ptynne;.

W hodowlach prowadzonych w bioreaktorach, podobnie jak w hodowlach
wstrzgsanych, testowany suplement podftoza jest inny dla roznych grup.
Informacje o rodzaju zwigzku chemicznego i jego stezeniu w podtozu podaje
asystent prowadzgcy seminarium poprzedzajgce cwiczenia. Podfoze 1 jest
poditozem referencyjnym (porownawczym, niesuplementowanym). Ze wzgledu
na rozne pojemnosci bioreaktorow wykorzystywanych w czasie trwania ¢wiczen,

objetosci pozywek zostang rowniez podane w trakcie seminarium.
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W czasie sterylizacji podtoza, zawierajgcego glukoze mogq sie tworzy¢ zwiqzki

Maillarda, dlatego glukoza odwazona w odpowiedniej ilosci powinna by¢

rozpuszczona i dopetniona do objetosci 1 litra wodg destylowang i sterylizowana

w osobnej kolbie. Reszte sktadnikow rozpuszczonych w pozostatej objetosci wody

umieszcza sig bezposrednio w fermentorze i poddaje sterylizacji w autoklawie.

Podloze nr 1

Glukoza

Ekstrakt drozdzowy
MgSO,4 ¢ 7TH,O
KH,PO,

Na,HPO,+ 12H,0
CaCOs

pH=7,3

Podloza nr2i3
Glukoza

Ekstrakt drozdzowy
MgSO,« 7TH,O
KH,PO4

Na,HPO, « 12H,0
CaCOs

pH=7,3

2%
3%
0,05%
0,2%
0,4%
0,3%

2%
3%
0,05%
0,2%
0,4%
0,3%

Testowana substancja w podanym przez asystenta stezeniu, ro6znym dla podtozy

ptynnych 213

5. llos¢ inokulum S.

tsukubaensis uzyte do zaszczepienia podloza

w bioreaktorze: 10% (v/v)

6. Warunki hodowli: temperatura 30°C, obroty mieszadta ok. 110 obr/min,

napowietrzanie ok. 1 L/min/1 L podtoza.
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Przygotowanie pozywki i aparatury:

* Odwazy¢ na wadze z doktadnoscig do 0,1 g skladniki podtoza w ilosci
wlasciwej do przygotowania pozywki (objetos¢ pozywki zalezy od typu
fermentora 1 zostanie podana przez asystenta). W oddzielnej kolbie
przygotowa¢ 1 1 roztworu glukozy o stezeniu odpowiadajagcym pojemnosci
fermentora. Odwazy¢ odpowiednig ilo§¢ CaCOj; i umiesci¢ we flizelinowym
woreczku.

* Odwazone sktadniki dopetni¢ woda 1 umiesci¢ w przygotowanym fermentorze
(umytym 1 zabezpieczonym zaciskami na rurkach doprowadzajacych
1 odprowadzajacych powietrze oraz stuzacych do pobierania probek).
Saszetke flizelinowg z CaCOs zamocowa¢ w fermentorze. Do pozywki dodac
2 krople odpieniacza (Breox). Fermentor zamkna¢ dokladnie 1 zabezpieczy¢
wszystkie doprowadzenia 1 odprowadzenia korkami z waty 1 folig. Zawor na
odpowietrzeniu zostawi¢ otwarty.

* Przygotowac do sterylizacji lejek, zabezpieczy¢ (owing¢) go folig aluminiowa.

* Fermentor z pozywka oraz kolbg z roztworem glukozy sterylizowaé w autoklawie

przez 20 minut w temperaturze 121°C.
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Przygotowanie sprawozdania z przebiegu drugiego ¢wiczenia

(wykonuje kazda podgrupa):

Ocena kontroli czystosci 1 wzrostu szczepu na podtozach agarowych

Opis:
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6. Opis ¢wiczenia 3 i wzor sprawozdania
z przeprowadzonych eksperymentow

Cwiczenie 3 obejmuje czynnoéci zawarte w 3 bloku schematu blokowego
przemystowego procesu biotechnologicznego (na rysunku ponizej zaznaczone

kolorem pomaranczowym).

1 przygotowanie pozywek
iich sterylizacia

:
4* e’ | 2. rozmnazanie materiatu posiewowego

1
v
b
a - szczep produkeyjny
...@ (zamrozony lub zliofilizowany)

2

b - hodowla szczepu na skosach agarowych
¢ - hodowla w kolbach Roux

d - hodowla wstrzasana

e - hodowla w bioreaktorach posiewowych

3. proces biosyntezy

4 zawiesina pohodowlana

wyodrebnianie

produktu l
substancja \

5 przygotowanie 6
formy leku

zagospodarowanie
LEK odpadéw

Ryec. 22. Zakres dziatan dotyczacych biosyntezy makrolidu takrolimus prowadzonych
w trakcie ¢wiczenia 3 (kolor pomaranczowy)

W trakcie ¢wiczenia zakonczony jest rowniez eksperyment dotyczacy
optymalizacji skladu podioza hodowlanego przez poszukiwanie nowych
prekursorow biosyntezy lub promotorow wzrostu szczepu.

Cel ¢wiczenia: zbadanie wplywu skiadu podloia hodowlanego (obecnosci
i steZenia uzytego suplementu podloia) na wzrost szczepu S. tsukubaensis

w hodowlach wstrzgsanych, wyrazany w gramach suchej masy komorek
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uzyskanych z 1 litra brzeczki pohodowlanej, izolacja takrolimusu, wyliczenie
wydajnos¢ biosyntezy takrolimusu wyraZonej w ug antybiotyku/l brzeczki, ocena
przeprowadzonej optymalizacji procesu biotechnologicznego poprzez okreslenie
wplywu uziytego suplementu podloia: promotor wzrostu, prekursor biosyntezy,
obydwie funkcje, zadna 7 nich, na podstawie porownania wynikow uzyskanych
biomas i biosyntezy makrolidu takrolimus, powiekszenie skali biosyntezy przez

przesiew szczepu do bioreaktora.

Czynnosci wykonywane przez podgrupe ¢wiczeniowa:

— oznaczenie wydajnosci wzrostu szczepu dla kazdej z trzech kolb z hodowlami
testowymi,

— oznaczenie wydajnos$ci biosyntezy takrolimusu (metoda oznaczenia idiolitu
— RP HPLC) dla kazdej z trzech kolb z hodowlami testowymi, po wstgpnej

izolacji z brzeczki pohodowlane;.

Uwaga: eksperymenty prowadzone sj oddzielnie dla wszystkich trzech
kultur (kolb)!

Zawartosci kazdej z trzech kolb z hodowlami zdjetymi z wytrzasarki
laboratoryjnej doktadnie wymieszac.

Odmierzy¢ cylindrem do kolb Erlenmayera o pojemnosci 100 ml préobki
o objetosci réwnej 40 ml, w ktorych bedzie wyznaczana wydajnos¢ biosyntezy
takrolimusu. Nastepnie doktadnie oznaczy¢ objetosci pozostatych probek, w ktérych

bedzie wyznaczany wzrost szczepu.

Metodyka oznaczen:

Wyznaczanie wydajnosci wzrostu szczepu

Odmierzone probki brzeczki nalezy podda¢ odwirowaniu, a nastepnie,
po zdekantowaniu supernatantu przesgczy¢ przez podwoOjny saczek bibutowy
na lejku Biichnera. Oznaczy¢ masy sgczone dla kazdej z trzech probek na wadze
laboratoryjnej oraz procenty suchych mas na wagosuszarce. Wyliczy¢ wydajnosci

wzrostu hodowli wyrazone w g s.m./L. Wyniki zamie$ci¢ w sprawozdaniu.
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Przyktad obliczenia wydajnosci wzrostu szczepu:

140 ml brzeczki poddano wirowaniu a nastepnie sqczeniu, uzyskujgc 0,3 g masy
sqczonej (mokrej masy komorek promieniowca). Probka masy sqczonej zawierata
15% suchej masy (odczyt z wagosuszarki).

Ze 140 ml brzeczki uzyskano wiec 0,3 g % 0,15 = 0,045 g suchej masy

Z 1 litra uzyskano by: 1000 ml x 0,045 g/ 140 ml = 0,321 g/1

Izolacja makrolidu takrolimus i wyznaczanie wydajnosci jego biosyntezy

Kolbki z pobranymi probkami hodowli testowych o objgtosci rownej 40 ml
umiesci¢ na 10 minut w tazni ultradzwickowej. Nastepnie do kolbek dodaé
po 40 ml acetonu i1 umiesci¢ je na mieszadle magnetycznym na 30 minut.
Po ekstrakcji zawarto$ci kolb przesgczy¢ pod zmniejszonym ci$nieniem przez
warstwe ziemi okrzemkowej (o grubosci okoto 1 cm) umieszczonej na filtrze
Schotta, nie dopuszczajac do jej przesuszenia. Warstwe ziemi okrzemkowe]
na lejku filtracyjnym przemy¢ nastgpnie 40 ml acetonu. Polaczone przesacze
po ekstrakcji takrolimusu (80 ml) 1 roztwor acetonowy z przemycia ziemi
okrzemkowej (40 ml) zage$ci¢ na wyparce do sucha. Suche pozostatosci
rozpusci¢ w 20 ml metanolu, mieszajac zawartosci kolb na mieszadle
magnetycznym. Po 10 minutach mieszania zawartosci kolb przesaczy¢ przez
saczek karbowany i w otrzymanych roztworach oznaczy¢ st¢zenie makrolidu
takrolimus metodg RP HPLC.

Oznaczenie wykonuje si¢ metoda standardu zewngtrznego w warunkach:

— kolumna ODS, detekcja UV przy dlugosci fali 214 nm, przepltyw 1 ml/min,
faza ruchoma acetonitryl/woda 75/25, obj¢tos¢ iniekcji 20 pl.

Wykorzystujac pole powierzchni pod krzywa w chromatogramie 1 réwnanie
regresji opisujace krzywa kalibracji obliczy¢ zawarto$¢ takrolimusu w kazdej
probece. Uzyskane wyniki przeliczy¢ na stezenie produktu w brzeczce
pohodowlanej. Wyniki zamiesci¢ w sprawozdaniu.

Uwaga! Powyzsza procedure zastosowa¢ dla pozostalych dwoch probek
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Jezeli oznaczenie makrolidu metoda HPLC po zakonczeniu izolacji
takrolimusu z brzeczki nie jest mozliwe, kolbke z uzyskanym roztworem
zabezpieczy¢ parafilmem 1 pozostawi¢ do momentu mozliwos$ci przeprowadzenia
oznaczenia w temperaturze 4°C.

Ponizej przedstawiono tok postepowania z kulturami wstrzasanymi
S. tsukubaensis (Ryc. 23) podczas izolacji makrolidu takrolimus 1 wyznaczania
wydajnosci jego biosyntezy oraz wydajnosci wzrostu szczepu w hodowlach
wstrzasanych. Zamieszczono takze przykladowe widmo wzorca takrolimusu

(Ryc. 24) 1 krzywa kalibracyjng do jego oznaczenia (Ryc. 25).

PROCEDURA DOTYCZY KAZDE] Z TRZECH KOLB

KOLBA ZDJETA Z TRZESAWKI
(ok. 200 ml)
L 4
DOKLADNIE ZAMIESZAC
40 ml (DOKLADNIE ODMIERZONE) RESZTA ZAWARTOSCI KOLBY
10 MINUT DOKLADNE OZNACZENIE
NA tAZNI ULTRADZWIEKOWE) OBJETOSCI BRZECZKI (ml)
DODAC 40 ml ACETONU SACZENIE BIOMASY
'I' LUB
WIROWANIE
30 MINUT ~|;
NA MIESZADLE MAGNETYCZNYM
'l' OZNACZENIE MASY SACZONE] (g)
SACZENIE PRZEZ ZIEMIE ,L
OKRZEMKOWA
| PRZEMYCIE 40 m| ACETONU OZNACZENIE % SUCHE] MASY
ZAGESZCZANIE DO SUCHA OZNACZENIE SUCHE) MASY (g)
NA WYPARCE J'
OZNACZENIE WYDAJNOSCI
DODAC 20 "1”““”0"” WZROSTU ( g.s.m./1 litr)
10 MINUT
MIESZANIA NA MIESZADLE
MAGNETYCZNYM

¥

OZNACZENIE HPLC
PRZESACZONE) PROBKI

~L

OBLICZENIE STEZENIA
TACROLIMU W BRZECZCE

Ryec. 23. Schemat postgpowania z testowanymi probkami hodowli wstrzgsanych
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Ryc. 24. Przyktadowe widmo wzorca takrolimusu (akronim FK-506)

Krzywa kalibracyjna takrolimusu

120
y = 0,0023x
100 R? = 0,9994
80
60

40

20

Stezenie takrolimusu [pg/ml]

0 10000 20000 30000 40000 50000
Powierzchnia piku [A]

Ryec. 25. Krzywa kalibracyjna do oznaczania takrolimusu
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Przyktad obliczenia wydajnosci biosyntezy makrolidu takrolimus:
— powierzchnia piku odczytana z chromatogramu: A =Xx
— obliczenie stezenie takrolimusu (y)[ug/ml] w probce badanej (w ekstrakcie
metanolowym) z rownania: y = 0,0023x (R’ = 0,9994)
— obliczenie zawartosci takrolimusu (mi) w probce o objetosci 20 ml
(w ekstrakcie metanolowym):  mi=y % 20 [ug]
— obliczenie wydajnosci biosyntezy takrolimusu (mz) [ug/l] w brzeczce

hodowlanej: mifug] — 40 ml

my [ug] — 1000 ml
my;="2

m; [ug/l] =mj [ug | < 1000 ml/40 ml

Czynnosci wykonywane przez grupe ¢wiczeniowg:

— zaszczepienie hodowli w fermentorze.

Metodyka eksperymentu:

W warunkach sterylnych (spryskujac roztworem etanolu otwoér fermentora,
opalajac palnikiem lejek i szyjki kolb) wprowadzi¢ do fermentora zawartos$ci kolb
z inokulum (odpowiednig ilo$¢, zalezng od pojemnosci fermentora) oraz sterylny
roztwor glukozy. Uruchomi¢ napowietrzanie, mieszanie 1 ogrzewanie fermentora.
Odpowietrzenie fermentora umiesci¢ w pluczce zawierajacej roztwdr wodny
alkoholu etylowego.

Natychmiast po uruchomieniu fermentora pobra¢ probke ,,0”.

Pobieranie probek i ich badanie.

Probki o objetosciach ok. 100 ml beda pobierane w warunkach sterylnych
co 24 godziny (od pobrania probki ,,0” z fermentora) do butelek laboratoryjnych,
ktore po opisaniu datg pobrania i zabezpieczeniu parafilmem beda przechowywane

w temperaturze -18°C do oznaczenia na nastgpnych ¢wiczeniach.
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Przygotowanie sprawozdania z przebiegu trzeciego ¢wiczenia

(wykonuje kazda podgrupa):

Wyznaczanie wydajnosci wzrostu szczepu:

Numer probki 1 2 3

Objetosc probki [ml]

Masa s3czona [g]

% Zawartos$ci suchej masy

Sucha masa [g]

Wydajnos¢ wzrostu hodowli

[gs.m./L]

Wyznaczanie wydajnosci biosyntezy makrolidu takrolimus:

Numer probki 1 2 3

Powierzchnia piku odczytana

z widma chromatograficznego

Stezenie takrolimusu w probce

z rébwnania krzywej kalibracyjnej

Zawarto$¢ takrolimusu w 20 ml ekstraktu

metanolowego

(mx = cx X 20 [ug])

Stezenie takrolimusu w brzeczce hodowlane;j

[ng /L]

Ocena optymalizacji hodowli wstrzasanej

Okreslenie wptywu obecno$ci suplementu 1 jego stezenia na pelnienie
odpowiednich funkcji w procesie biosyntezy (promotor wzrostu, prekursor

biosyntezy, obydwie funkcje, zadna z nich) na podstawie porownania wynikow
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wzrostu wydajnosci hodowli 1 wydajnosci biosyntezy uzyskanych przez

poszczegdlne podgrupy.

Numer/y grupy ¢wiczeniowej (X) XA XB XC

1 oznaczenie podgrupy

Stezenie uzytego suplementu [%]

Wydajnos¢ wzrostu hodowli [g s.m./L] (wartos$¢

Srednia dla n = 3)

Wydajnos¢ biosyntezy makrolidu takrolimus [pg/L]

(wartos$¢ Srednia dla n = 3)

Whiosek:
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Opis prowadzonej hodowli wglebnej:

Badany Streptomyces tsukubaensis FERM BP-927

gatunek mikroorganizmu:

Typ hodowli: hodowla okresowa wglebna w pozywce plynnej

Typ fermentora:

Data posiewu:

Numer i sktad pozywki:

Objetos¢ [ml] dodanego inokulum
S. tsukubaensis

teoretycznie 5—10% v/v
( y

Warunki hodowli: temperatura 30°C, obroty mieszadta
ok. 110 obr/min,

napowietrzanie ok. 1 L/min/1 L podtoza
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7. Opis ¢wiczenia 4 i wzor sprawozdania
z przeprowadzonych eksperymentow

Cwiczenie 4 obejmuje czynnosci zawarte w 3, 4 i 6 bloku schematu blokowego
przemystowego procesu biotechnologicznego (na rysunku ponizej zaznaczone

kolorem niebieskim).

1 przygotowanie pozywek
iich sterylizacia

|
c* eV 2. rozmnazanie materiatlu posiewowego

1
¥
b
a - szczep produkceyjny
_.@ (zamrozony lub zliofilizowany)

2

b - hodowla szczepu na skosach agarowych
¢ - hodowla w kolbach Roux

d - hodowla wstrzasana

| e - hodowla w bioreaktorach posiewowych

3. proces biosyntezy

4 zawiesina pohodowlana

wyodrebnianie
produktu

substancja

przygotowanie
formy leku

| zagospodarowanie
odpadéw

LEK

Ryec. 26. Zakres dziatan dotyczacych biosyntezy makrolidu takrolimus prowadzonych
w trakcie ¢wiczenia 4 (kolor pomaranczowy)

Cel ¢éwiczenia: badanie kinetyki procesu wzrostu szczepu i biosyntezy makrolidu
takrolimus w hodowli wglebnej szczepu S. tsukubaensis na podtoZu testowym.
Obliczenie wlasciwej (specyficznej) szybkosci wzrostu szczepu, optymalizacja
procesu biotechnologicznego poprzez okreslenie wplywu zmiany skali

prowadzenia procesu.
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Czynnosci wykonywane przez podgrupe ¢wiczeniowa:

— oznaczenie wydajnosci wzrostu hodowli dla 2 (lub 3) z 6 probek pobranych
w czasie pracy fermentora (uwaga: dokladnie opisywaé probki,
identyfikujac czas ich pobrania z fermentora)

— oznaczenie metoda RP HPLC zawartosci takrolimusu w tych samych
probkach, dla ktérych wyznaczana byta wydajnos¢ wzrostu szczepu

— oznaczenie aktualnego w chwili pobrania probki stezenia glukozy (zrédto
wegla) w tych samych probkach, dla ktérych wyznaczana byta wydajnosé

wzrostu szczepu.

Uwaga: eksperymenty prowadzone sg oddzielnie dla kazdej probki pobranej
podczas pracy fermentora!

Zawartosci kazdej z kolb doktadnie wymiesza¢ (uwaga na opis kolbek!).
Odmierzy¢ cylindrem do kolb Erlenmayera o pojemnosci 100 ml, probki
o objetosci réwnej 40 ml przeznaczone do izolacji makrolidu takrolimus.
Nastepnie doktadnie oznaczy¢ objetosci pozostatych probek, wykorzystywanych

do wyznaczenia wydajnosci przyrostu biomasy.

Metodyka oznaczen:

Wyznaczanie wydajnosci przyrostu biomasy

Odmierzone probki pobrane z bioreaktora nalezy podda¢ odwirowaniu,
a nastepnie, po zdekantowaniu supernatantu przesaczy¢ przez podwojny saczek
bibutowy na lejku Biichnera. Oznaczy¢ masy saczone dla kazdej z trzech probek
na wadze laboratoryjnej oraz procenty suchych mas na wagosuszarce. Wyliczy¢
wydajnosci wzrostu hodowli wyrazone w g s.m./L. Przyktad wykonania obliczen

znajduje si¢ w opisie ¢wiczenia trzeciego. Wyniki zamie$ci¢ w sprawozdaniu.

Uwaga! Procedur¢ powtorzy¢ dla kazdej z badanych probek.

Izolacja makrolidu takrolimus

Kolbki Erlenmajera z probkami pobranymi z fermentora, o objetosci rowne;j

40 ml umiesci¢ na 10 minut w tazni ultradzwigckowej. Nastgpnie doda¢ po 40 ml
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acetonu 1 umie$ci¢ je na mieszadle magnetycznym na 30 minut. Zawartosci
kolbek przesaczy¢ pod zmniejszonym cisnieniem przez warstwe ziemi
okrzemkowej (o grubosci okoto 1 cm) umieszczonej na filtrze Schotta,
nie dopuszczajac do jej przesuszenia. Warstwe ziemi okrzemkowej na filtrze
przemy¢ nastepnie 40 ml acetonu. Przesacz po ekstrakcji 1 roztwor acetonowy
z przemywania ziemi okrzemkowej zages$ci¢ na wyparce do sucha.

Suche pozostatosci po odparowaniu rozpuszczalnika rozpusci¢ w 20 ml
metanolu, mieszajac zawartosci kolb na mieszadle magnetycznym. Po 10 minutach
mieszania zawarto$ci kolb przesaczy¢ przez saczek karbowany i w otrzymanych

roztworach oznaczy¢ stezenie makrolidu takrolimus metodg HPLC.

Uwaga! Procedure¢ powtorzy¢ dla kazdej badanej probki.
Oznaczenie wykonuje si¢ metodg standardu zewngtrznego w warunkach:
— kolumna ODS, detekcja UV przy dtugosci fali 214 nm, przeptyw 1 ml/min,
faza ruchoma acetonitryl/woda 75/25, objetos¢ iniekcji 20 pl.

Wykorzystujac pole powierzchni pod krzywa w chromatogramie 1 rOwnanie
regresji opisujgce krzywa kalibracji obliczy¢ zawarto$¢ takrolimusu w kazdej
prébce oraz stezenie makrolidu w 20 ml ekstraktu metanolowego 1 przeliczy¢
na stezenie w 1 1 brzeczki pohodowlanej Przyktad wykonania obliczen znajduje

si¢ w opisie ¢wiczenia trzeciego. Wyniki zamiesci¢ w sprawozdaniu.

Schemat post¢powania z probkami:

Tok postgpowania z probkami podczas izolacji makrolidu takrolimus
1 wyznaczania wydajnosci jego biosyntezy oraz wydajnosci wzrostu hodowli
probek pobranych z bioreaktora jest identyczny z postgpowaniem podczas
oznaczen dla kultur z hodowli wstrzasanych. Schemat postgpowania z prébkami
znajduje si¢ w opisie ¢wiczenia trzeciego.

Podczas czwartego ¢wiczenia nalezy takze oznaczy¢ w probkach pobranych
z fermentora zawarto$¢ cukrow metoda Schoorla — opis przedstawiony jest

ponizej.
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Oznaczanie zawartosci cukrow (zrodlo wegla) metodg Schoorla, w probkach

pobranych z fermentora

Metoda Schoorla umozliwia oznaczenie st¢zenia zrodta wegla w podtozu
hodowlanym dla mieszaniny obecnych w nim cukréw — mono-, di-, oligo-
1 polisacharydow. Metoda obejmuje wstepng hydrolize w srodowisku kwasnym
1 w podwyzszone] temperaturze, cukrow ztozonych do prostych, a nastgpnie,
po zmianie Srodowiska na zasadowe, wykorzystuje wspolng dla wszystkich
monosacharydow (nawet dla ketoz, ktore ulegaja epimeryzacji w tym
srodowisku) zdolno$¢ do redukceji miedzi(Il) do miedzi(I). Do probki podtoza
hodowlanego poddanego wstepnej hydrolizie dodaje si¢ $ciSle odmierzony
nadmiar odczynnika Fehlinga (jony miedzi(Il)).

Jony miedzi(Il) zostaja zredukowane do jonow miedzi(I) w ilosci
proporcjonalnej do st¢zenia monosacharyddéw w probce, a nadmiar soli miedzi(I1)
oznacza si¢ (po ponownej zmianie srodowiska na kwasne) na podstawie reakc;ji
z jodkiem potasu. Wydzielajacy si¢ wolny jod odmiareczkowuje si¢ mianowanym
roztworem tiosiarczanu sodu wobec skrobi:

2CuSO4 + 4KJ — CuylJ, +2K5S804 + I
Jo + 2Na,S,0;3 — 2NaJ + NaxSOq4

Oznaczenie prowadzi si¢ wobec ,,Slepej proby odczynnikowej” czyli proby
odniesienia polegajacej na oznaczeniu ilosci jodu wydzielonego przez catkowitg
los$¢ soli miedzi(Il) dodanej jako odczynnik Fehlinga. Z r6znicy ilosci zuzytego
tiosiarczanu sodu w probie odniesienia i probie oznaczanej oblicza si¢ zawarto$¢
cukrow, w przeliczeniu na glukoze.

Odczynniki:
— roztwor Fehlinga I (69,3 g CuSO4¢ 5 HyO; 1 1 HyOpest)
— roztwor Fehlinga II (346 g winianu sodowo-potasowego, 100g NaOH;
1 1 HyOgest)
—  25% roztwor HaSO4 (250 ml HoSOs sez.; 750 ml HyOpgest.)
— 10% roztwér KJ (100 g KJ; 900 ml HyOgest.)
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— 0,1 N roztwoér NaS,0; (1 fiksanal, 1 1 HyOgest)
— 1% roztwor skrobi,

Wykonanie oznaczenia
* Do probowki z 10 ml odsaczonego podtoza hodowlanego doda¢ 0,75 ml
stezonego HCI w celu przeprowadzenia hydrolizy cukrow zlozonych
do cukrow prostych. Probke nalezy przykry¢ lejkiem 1 wstawi¢ do wrzace]
tazni wodnej na ok. 1-1,5 h.
* 1 ml hydrolizatu odmierzy¢ do kolby stozkowej 1 doda¢ doktadnie po 10 ml
roztworéw Fehlinga I 1 Fehlinga II oraz 29 ml H,O. Ogrza¢ do wrzenia

1 utrzymywac¢ w tym stanie przez 2 min.
* Po ozigbieniu doda¢ 10 ml 25% roztworu H>SO4 1 30 ml 10% roztworu KJ.

Wydzielony jod odmiareczkowac 0,1 N roztworem Na,S,O3 w obecnosci skrobi,
ktorg nalezy doda¢ pod koniec miareczkowania.
* Probe kontrolng stanowi analogicznie wykonana proba nie zawierajaca

proby badanej tylko 1 ml H,O.

* Znajac réznice ilosci ml Na,S,0; jakg zuzyto w probie kontrolnej (Vo)
1 probie badanej (V) nalezy wyznaczy¢ zawarto$¢ procentowg cukrow
w probkach w przeliczeniu na glukoze (x) z krzywej kalibracyjnej

(Ryc. 27) 1 podanego wzoru (Ryc. 28). Wyniki zamie$ci¢ w sprawozdaniu.
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Krzywa wzorcowa zuzywania weglowodanow
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Ryc. 27. Krzywa wzorcowa do oznaczania cukrow w przeliczeniu na glukoze

(vo —v) +0,0524
3,0554

X =

Ryc. 28.Wzér do oznaczenia zawarto$ci cukrow w przeliczeniu na glukoze

Czynnosci wykonywane przez grupe ¢wiczeniowg:

— likwidacja hodowli w fermentorze polaczona z pobraniem ostatniej (6-tej)
probki,

— wyznaczanie wydajno$ci  wzrostu  szczepu, obliczenie  wlasciwe]
(specyficznej) szybkoSci wzrostu szczepu oraz wydajnosci biosyntezy
makrolidu takrolimus 1 oznaczenie st¢zenia cukrow w przeliczeniu na glukoze
w badanych probkach. Obliczenie szybkosci wilasciwej (specyficznej)
wzrostu szczepu powinno by¢ przeprowadzone na podstawie danych
dotyczacych wzrostu szczepu dla probek pierwszej iszdstej, pobranych

w czasie prowadzonej hodowli, oznaczonych jako probki 0 1 5. Jesli jest to
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niemozliwe, nalezy do obliczen uwzgledni¢ biomasy, 1 czasy pobran probek,
ktoére udato si¢ oznaczy¢é np. 114,21 3.

— zestawienie danych uzyskanych przez wszystkie podgrupy w jeden wspolny
wykres, obrazujacy wzrost szczepu, zuzycie zrédla wegla z podtoza
1 biosynteze idiolitu w funkcji czasu.

— wyciagnigcie wnioskow dotyczacych kinetyki wzrostu szczepu 1 biosyntezy

takrolimusu, ktore sg elementami optymalizacji procesu biosyntezy.

Przygotowanie sprawozdania z przebiegu czwartego ¢wiczenia

(wykonuje kazda podgrupa):

Wyznaczanie wydajnosci wzrostu szczepu:

Numer probki 0 1 2 3 4 5

Objetos¢ probki [ml]

Masa s3czona [g]

% ZawartoS$ci suchej masy

Sucha masa [g]

Wydajnos¢ wzrostu hodowli

[gs.m./L]

Obliczenie wlasciwej (specyficznej) szvbkosci wzrostu szczepu:

Dane probek No = Ns=

to= ts =

Obliczenie wlasciwej (specyficznej) szybkosci wzrostu
szczepu ze WZoru:

K =1In (N5 / No /(ts — t0))
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Wyznaczanie wydajnosci biosyntezy makrolidu takrolimus:

Numer probki pobrane;j 0 1 2 3

z fermentora

Powierzchnia piku odczytana

z widma chromatograficznego

Stezenie takrolimusu w probce

z rdwnania krzywej kalibracyjnej

Zawartos$¢ takrolimusu w 20 ml
ekstraktu metanolowego

(mx = cx X 20 [ug])

Stezenie takrolimusu w brzeczce

hodowlanej [pg /L]

Oznaczenie stezenia glukozy dla badanych probek:

Zuzycie 0,1 N roztworu Na>S>03 do proby kontrolnej

Numer probki 0 1 2 3

Roéznica w ilosci 0,1 N NaxS203
zuzytego na zmiareczkowanie proby

kontrolnej i badanej

Stezenie cukrow w przeliczeniu
na glukoze, obliczone w oparciu

o krzywa kalibracyjna [%]

98



Uzyskane wyniki oznaczen 1 obliczen wykonanych przez podgrupy
¢wiczeniowe (dotyczace wszystkich probek pobranych z fermentora) nalezy
wykorzysta¢ do sporzgdzenia wykresu obrazujacego kinetyke rozwoju szczepu
1 biosyntezy takrolimusu. Na wykresie powinna by¢ zobrazowana zmiana

stezenia zrodta wegla, stezenia takrolimusu 1 zmiany biomasy w funkcji czasu.

WyKkres:

Przedstawienie wnioskdw dotyczacych kinetyki wzrostu szczepu

1 biosyntezy takrolimusu.

Whioski:

99



Ocena optymalizacji hodowli Streptomyces tsukubaensis:

Okreslenie wplywu zmiany skali prowadzenia procesu na podstawie
poréwnania uzyskanych wydajnosci wzrostu hodowli 1 wydajnosci biosyntezy
takrolimusu w hodowlach wstrzgsane; 1 wglgbnej (porownywanie hodowli
wstrzasanych prowadzonych z testowanym suplementem podtoza o tym samym

stezeniu, ktory zostat uzyty w hodowli wglebnej w fermentorze).

Whiosek:
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