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GENERAL INTRODUCTION 

I n  principl e man y valuabl e product s  lik e  pharmaceuticals ,   flavours , 

fragrances ,   an d  dye s  ca n b e produce d b y plan t  cel l   cultur e  i n  liqui d 

media .  Th e productio n o f   thos e secondar y metabolite s ca n b e performe d  i n a 

bioreactor .   Althoug h th e yearl y productio n o f  mos t  plan t  derive d product s 

i s  relativel y  small ,   the y represen t  b y  thei r  hig h  price s  a n  enormou s 

economi c  value .   Th e  retai l  pric e o f  medica l  product s  containin g  plan t 

derivative s tha t  ar e yearl y sol d i n th e USA amount s $ 8 billion . 

Developin g  a  proces s  fo r  th e productio n o f  plan t  derive d chemical s  b y 

cel l   cultur e i s b y n o mean s a n eas y undertaking .   Littl e  informatio n  i s 

availabl e  t o  desig n a n industrialscal e  proces s  properly .   Growt h  an d 

productio n  kinetic s  o f   cel l  lines ,   proces s  scaleu p  an d  downstrea m 

processin g o f  product s hav e bee n hardl y studie d unti l  now . 

The subjec t  o f   thi s thesi s mainl y concern s th e effect s o f   hydrodynami c 

and  chemical/osmoti c  stres s  o n plan t  cell s  i n  a   stirre d  bioreactor . 

Hydrodynami c  stres s  ('shea r  stress 1) ,   i s  exerte d o n  th e  cell s  durin g 

cultivatio n i n mixe d bioreactors .  Initiall y   i t  ha s bee n assume d  tha t  plan t 

cell s  ar e ver y sensitiv e  t o hydrodynami c stress .   Thi s woul d preven t   th e 

use o f  simpl e  impelle r  stirre d  tank s fo r  largescal e cultivatio n o f   plan t 

cells ,   an d  urg e  th e developmen t  o f   (expensive )   alternativ e  lowshea r 

bioreactors .  Unti l  198 4 dat a o n thi s subjec t  wer e scarce ,  an d  therefor e i t 

was mad e on e o f  ou r  primar y  researc h topics .   Chemical/osmoti c  stres s  ca n 

pla y a  rol e i n th e inductio n o f  secondar y metabolism .  Besides ,  a  delibera 

t e  applicatio n o f  chemical/osmoti c stres s coul d  i n theor y  lea d  t o  highe r 

attainabl e biomas s concentrations ,  thereb y  improvin g  th e economi c feasibi 

lit y  o f  th e process . 

Thi s stud y wa s carrie d ou t  a t  th e Departmen t  o f  Biochemica l   Engineerin g 

of  th e Delf t  Universit y o f  Technolog y withi n  th e projec t  grou p Plan t   Cel l 

Biotechnolog y o f   th e Biotechnolog y Delf t  Leide n  (BDL )  framewor k durin g  th e 

perio d o f  decembe r  198 4 unti l  decembe r  1988 .  Ther e wa s a  clos e cooperatio n 

wit h th e Departmen t  o f  Plan t  Molecula r  Biolog y  i n Leiden . 

The organizatio n o f  th e  thesi s  i s a s follows .   A n introductio n o n  som e 

aspect s  o f   th e largescal e cultivatio n o f  plan t  cell s fo r  th e  productio n 

of   secondar y metabolite s  i s give n i n Chapter 1.  Attentio n  i s focuse d  o n 

proces s  design ,   regim e analysis ,   an d assessmen t  o f  hydrodynami c  stres s 

  1  



parameters . 

I nzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA  Chapter 2  a  literatur e  revie w i s  give n o n th e experimenta l   method s 

fo r   th e assessmen t  o f  hydrodynami c stres s sensitivit y o f   culture d  plan t 

cells .   Fe w publication s hav e reporte d o n thi s subjec t  unti l  now .  Relevan t 

paper s  o n  th e assessmen t  o f  shea r  sensitivit y an d th e effect s  o f   shea r 

stres s  o n growt h an d productio n o f  othe r  eucaryoti c  (fungal ,   mammalian , 

insect )  cell s ar e reviewe d t o demonstrat e method s an d technique s  employe d 

i n  thi s field . 

I n Chapter 3 batc h cultur e experiment s ar e describe d fo r  th e determina 

tio n  o f  th e effect s o f  shortter m hydrodynami c  stres s o n  fou r   differen t 

plan t  cel l  suspensio n cultures . 

I n Chapter 4  chemosta t   experiment s ar e describe d fo r  th e  determinatio n 

of   th e  effect s  o f  longter m hydrodynami c stres s o n  on e  cel l   lin e  i n 

particular : zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Catharanthus roseus. 

I n  Chapter 5   experimenta l   wor k o n th e  effect s  o f   chemical/osmoti c 

stres s  o n th e growt h an d produc t   formatio n o f  C. roseus  cel l   suspensio n 

culture s i s  presented . 

I n  Chapter 6  th e outcom e o f  th e previou s chapter s i s  evaluate d  i n  a 

genera l  discussion . 
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CHAPTER 1 

LARGESCALE PROCESS DESIGN FOR THE CULTIVATION OF PLANT CELLS 

IN STIRRED FERMENTERS FOR THE PRODUCTION OF SECONDARY METABOLITES. 

J.J .   Meijer 1,  H.J.G .   te n Hoopen 1,  K.Ch.A.M .   Luyben 1,  an d K.R .   Libbenga 2 

Biotechnolog y  Delf t   Leiden ,  BDL 

Projec t  Grou p Plan t  Cel l   Biotechnolog y 

l  Departmen t  o f  Biochemica l   Engineering ,   Delf t   universit y  o f   Technology , 

Julianalaa n 67 ,  262 8 B C Delft ,  Th e Netherland s 

Departmen t   o f  Plan t  Molecula r   Biology ,  Leide n University ,  Nonnenstee g  3 , 

2311 V J  Leiden ,  Th e  Netherland s 



Introduction 

Plant s  hav e provide d u s wit h  food ,  fuel ,  an d fibre s sinc e  prehistori c 

times .   The y hav e bee n als o a n inexhaustibl e sourc e o f  a  divers e arra y  o f 

chemical s suc h a s flavours ,   fragrances ,   natura l  pigments ,  pesticide s an d 

pharmaceuticals .   Thi s seemingl y unrelate d collectio n o f  chemical s ca n  b e 

groupe d  togethe r  unde r  th e broa d headin g o f  plan t  secondar y  metabolites . 

Secondar y  metabolite s  ca n  b e functionall y  distinguishe d  fro m  primar y 

metabolite s suc h a s amin o acids ,   nuclei c acids ,  an d carbohydrate s  i n tha t 

the y d o no t  see m t o hav e an y direc t  physiologica l   function .   Generall y  i t 

i s  assume d  tha t  secondar y metabolite s ac t  a s signal s fro m  th e plan t   t o it s 

environment .   Man y secondar y metabolite s ar e though t   t o pla y a  rol e i n th e 

plant' s defenc e agains t  animal ,   microbia l  o r  vira l  attack .   Althoug h muc h 

progres s  ha s bee n mad e i n organi c chemistr y  i t  i s  stil l  no t   feasibl e  t o 

synthesiz e man y o f   thes e chemical s fro m simpl e organi c buildin g blocks . 

Many  effort s wer e mad e i n th e fiftie s an d  th e sixtie s b y th e  chemica l 

industr y  t o substitut e mos t  o f  ou r  natura l  product s b y syntheti c  analogs. 

The  advanc e  o f  moder n biotechnolog y  i n th e seventie s ha s  reverse d  thi s 

trend .   Th e growin g awarenes s o f   th e publi c  toward s th e drawback s o f   man y 

syntheti c product s e.g .   artificia l   fragrance s an d flavour s havin g unplea 

san t   sideeffect s  lik e allergies ,   an d  th e  worldwid e  "backtonature " 

tren d  o f  th e eightie s ar e revivin g  th e interes t   i n product s fro m  natura l 

origin .   I n pharmacy ,   plant s stil l  hav e remaine d  th e sol e sourc e o f   som e 

25 %  o f   th e prescribe d medicines .   Th e potentia l  o f  plant s a s  sourc e  o f 

pharmaceuticals   i s enormous ,   a  systemati c surve y o f  thi s abundanc e ha s i n 

fac t   jus t   begun .   Unti l  no w onl y 250 0 plan t  specie s hav e  bee n  properl y 

screene d  fo r  pharmaceuticals  ou t  o f  a  worl d populatio n o f  a t  leas t   250,00 0 

(Staffor dzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et al.,  1986) .   Therefor e  i t  ca n b e expecte d  tha t   plant s  wil l 

pla y a n  increasin g  rol e i n supplyin g ne w an d bette r  pharmaceuticals . 

I n  thi s chapte r  som e aspect s o f   th e largescal e cultivatio n  o f   plan t 

cell s  fo r  th e productio n o f  secondar y metabolite s ar e  studied .   Afte r   a 

shor t   introductio n o n plan t  cel l  culture ,   economi c feasibilit y  an d large 

scal e  cultivatio n a  proces s design ,   regim e analysis ,   an d assessmen t   o f 

hydrodynami c  stres s parameter s ar e treated .   Startin g  fro m a   hypothetica l 

productio n  proces s  th e conventiona l  stirre d  tan k bioreactor s  t o  b e  use d 

fo r   thi s proces s ar e calculate d usin g dat a obtaine d b y experimenta l   wor k 
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i n ou r  projec t  group ,  dat a fro m literature ,  an d reasonabl e  assumptions . 

A regim e analysi s i s  performe d o n th e larges t   fermente r  o f  th e  proces s 

(2 5  m 3 ) .  Th e sam e procedur e i s  applie d t o a  geometricall y  simila r   down 

scale d 5 1 fermente r  unde r  condition s o f  constan t  powe r   inpu t  o r   impelle r 

ti p spee d wit h  respec t  t o th e 25m 3  reactor .   Hydrodynami c  stres s  parame 

ter s  ar e  assesse d  fo r   bot h  th e  industrialsal e  an d  th e  labscal e 

fermenter . 

Plant cell culture 

Plan t  cel l  cultur e ca n b e describe d a s th e culturin g o f  plan t  cell s  i n 

an undifferentiate d  stat e unde r  axeni c conditions .  Thi s techniqu e ha s bee n 

establishe d  fo r  man y years .   Alread y i n th e fortie s plan t   cel l  cultur e ha s 

been regarde d a s a  potentia l  alternativ e t o th e agricultura l   productio n o f 

fin e  chemical s  (Gautheret ,   1942) .   Th e firs t  paten t  fo r   productio n  o f 

substance s  b y  plan t   tissu e cultur e wa s obtaine d  i n  195 6  (Routie n  an d 

Nickell ,  1956) .   I n  principl e  i t   i s  possibl e t o  gro w  plan t   cell s  i n 

substantia l  volume s unde r  condition s  tha t  ar e simila r  t o microbia l   fermen 

tations .   Th e  productio n  o f  plan t  cel l  product s i n  a n  industria l   typ e 

productio n syste m ha s obviou s advantage s compare d t o fiel d grow n products . 

Supply ,   qualit y  an d pric e ar e stead y an d no t  affecte d b y  climacti c  an d 

politica l   disturbances ,   an d  effect s o f   pest s  an d  diseases .   However , 

routin e  plan t   cel l  cultur e productio n o f  valuabl e  chemical s  i s   fraugh t 

wit h a  numbe r  o f  genetic ,   biochemical ,   engineering ,   and ,   las t  bu t  no t 

least ,  economi c difficultie s t o b e overcome . 

Economic feasibility 

The productio n o f  plan t  cel l  product s b y fermentatio n mus t  b e  economi 

call y feasible .  Thi s prerequisit e  limit s th e rang e o f  products ,  becaus e o f 

lo w  volumetri c productio n  rate s an d consequentl y  hig h  initia l   investmen t 

i n fermentatio n equipmen t  an d downstrea m processing .   Th e market s fo r  som e 

plan t  secondar y metabolites ,   thei r  application ,   an d wholesal e pric e  ar e 

give n i n Table 1.1,  (Curtin ,   1983) . 

Best  candidate s woul d b e product s wit h a  productio n volum e o f  1  t o  10 0 

ton/year ,   an d a  pric e o f  $100 0   $10,000/k g  (Veltkamp ,  1985) .   Presentl y 

th e  onl y  commercia l   plan t  cel l  cultur e proces s  producin g  a   secondar y 

metabolit e i s  th e shikoni n productio n b y  Lithospermwn erythrorhizon  deve 

lope d  b y  Mitsu i  Co .   i n  Japan .   I t  i s  carrie d ou t  i n  200 1  an d 750 1 
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Table 1.1.zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Market s fo r  som e plan t  secondar y metabolites . 

Compound  Applicatio n  Pric e  Marke t 

ajmalicin e 

codein e 

digitali s 

jasmin e 

pyrethrin s 

quinin e 

shikoni n 

spearmin t 

vinblastine / 

vincristin e 

circulator y 

problem s 

sedativ e 

hear t  disorder s 

fragranc e 

insecticid e 

malaria ,  flavou r 

dye ,  antibacteria l 

flavour ,  fragranc e 

leukemi a 

S1500/k g 

S650/k g 

$3000/k g 

$5000/k g 

$300/k g 

$100/k g 

$4500/k g 

$30/k g 

$5000/ g 

$6M  (World ) 

S50M  (USA ) 

S2055 M  (USA ) 

$0.5 M  (World ) 

S20M  (USA ) 

S510 M  (USA ) 

S0.7 M  (Japan ) 

S8590 M  (World ) 

$1820 M  (USA ) 

stirredtan k  reactor s  (Curtin ,   1983) .   Shikoni n i s use d a s dy e an d  anti 

bacteria l   agent .   Othe r   pharmaceutical s  tha t  migh t  b e a t   th e  brin k  o f 

commercia l   productio n  b y plan t  cell s  ar e  berberine ,   rosmarini c  acid , 

digoxin e an d ginseng . 

I n  man y  case s product s fro m naturallygrow n plant s wil l  b e  fa r   mor e 

cheape r   tha n thos e produce d b y plan t  cel l  culture .   Thi s i s wel l  illustra 

te d b y a  compariso n o f   th e productio n o f  ajmalicin e b y eithe r zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Catharanthus 

roseus  root s o r  biomas s cultivate d o n a  larg e scale .  Drapea u et al.  (1987 ) 

studie d  th e economi c assessmen t  o f  plan t  cel l  cultur e fo r  th e  productio n 

of   ajmalicin e  b y  C. roseus.  Cos t  estimate s  hav e  bee n  prepare d  fo r 

ajmalicin e  obtaine d  fro m naturallygrow n C. roseus  root s an d  b y  large 

scal e  plan t   cel l   culture .   Th e cos t  o f   naturall y  produce d  ajmalicin e 

(=$600 )  appeare d  t o b e onl y 20 % o f   th e cos t  o f  ajmalicin e produce d b y cel l 

cultur e  (=$3000) .   Th e  principl e  reaso n fo r  th e hig h cost s o f   th e  cel l 

cultur e  rout e  i s th e slo w specifi c  productio n  rate .   Althoug h cel l  cultur e 

give s a  productio n o f  0.2 0 mg*g _1 *day _1 whil e th e plan t  give s onl y  0.008 2 

mg*g 1 *day  1  ( a rati o o f  24) ,   thi s i s no t  sufficien t   t o giv e a n  economi 

call y  feasibl e productio n b y cel l  culture .   Th e advantag e o f  a   fa r   mor e 

highe r   specifi c   productio n rat e i s mor e tha n offse t   b y  th e  investmen t 

cost s o f  proces s equipment . 
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Largescale cultivation 

Largescale  cultivation of plant cells began nearly  30 years ago  when 

Tulecke  and  Nickel  (1960) described  the growth  a  variety  of  species  zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

{Holly,  gingko, Lolium,  rose) on 1341 scale in a stainless steel tank. In 

the  seventies Japanese workers cultivated  tobacco cells in  an  impeller

stirred tank reactor of  20 m3  (Noguchi et al.,  1977).  In this largescale 

experiment  1.5 r  cell suspension was used to inoculate  14 m3  of MSmedium 

(Murashige and Skoog,  1962) with 3% glucose as carbon and energy  source, 

three times the normal concentration phosphate,  and 0.2 ppm of the growth 

hormone 2,4dichlorophenoxyacetic  acid. Operating conditions were: temper

ature:  28°C,  aeration:  0.3 vvm,  backpressure:  5*104 N*m~2,  agitation 

speed: 30 rpm. 

Schiel  and  Berlin  (1987) scaledup cell cultures  of C. roseus  'to 

volumes of 5 m3 using conventional  reactors with flatblade impellers. 

The  German company DIVERSA constructed  in 1986 a fermentation  cascade 

consisting of five stirred  tank fermenters of 0.075, 0.75, 7.5, 15, and 75 

m3  (gross volume). This plant has been erected  to study all aspects of the 

economic production of secondary metabolites by largescale cultivation of 

plant  cells.  DIVERSA  claims that it has designed a  lowshear  impeller 

system  capable  of providing adequate homogeneity  and  oxygen  transfer. 

Several cell lines,  among those Echinacea purpurea,  were cultivated  on a 

scale of 60 m3 without  contamination problems  (BINE, 1988). 

It  is obvious that  large bioreactors are needed for industrial  plant 

cell production processes.  One of the major problems associated with mass 

cultivation  of  plant cells in bioreactors is to provide  adequate  mass

transfer, especially of oxygen. An important  additional prerequisite  for a 

successful  process  is the ability to provide the cells  with  favourable 

conditions to grow and produce secondary metabolites without  exerting  too 

much hydrodynamic  stress generated by mixing and/or aeration. For economic 

reasons  it would be advantageous  to perform plant cell  fermentations  in 

existing conventional  impeller stirred tank reactors. However, mixing with 

conventional impellers creates high levels of hydrodynamic stress to which 

plant cells have been regarded very sensitive.  Therefore,  experiments to 

determine the robustness of a plant cell line should be performed  in order 

to decide whether it can be grown in an impellerstirred  bioreactor. 
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Assessment of hydrodynaaic stress sensitivity 

I t   i s  infeasibl e t o tes t  th e sensitivit y  t o hydrodynami c  stres s  o f   a 

cel l   lin e o n a n industria l   scale ,   s o a  smallscal e experimen t  ha s t o  b e 

designe d  i n whic h th e behaviou r  o f  th e cel l   lin e ca n b e studied .   Thi s ca n 

be  don e b y downscalin g o f  th e largescal e proces s t o  labscal e  propor 

tions .   A  regim e analysi s ha s t o b e performe d  t o determin e whic h mechanis m 

i s  ratelimitin g  i n th e largescal e process .   I n  principl e  smallscal e 

experiment s  shoul d b e performe d unde r  th e sam e rat e limitin g  regime .   T o 

tes t   th e  sensitivit y o f  th e plan t  cell s hydrodynami c  stres s  shoul d  b e 

exerte d  equivalen t  t o tha t  experience d b y th e plan t  cell s o n  production 

scale .  I n literatur e i t  i s  suggeste d  t o kee p th e ti p spee d o f  th e impelle r 

or   powe r   inpu t  constan t   t o creat e simila r  hydrodynami c  stres s  condition s 

on bot h scale s  (Mark l  e t  al.,  1987) .   Thi s approac h i s  als o adopte d i n thi s 

stud y  bu t   attentio n  i s  focuse d o n th e  quantificatio n  o f   th e  variou s 

hydrodynami c stres s components . 

An estimat e o f  hydrodynami c  stres s  intensit y an d a  prope r   downscalin g 

of  th e largescal e proces s ca n b e performe d whe n th e operatin g  condition s 

and dimension s o f  th e involve d  reactor(s )  ar e known .   I n thi s exampl e  th e 

larges t   fermente r  o f  a  plan t  cel l  productio n proces s i s  studie d  togethe r 

wit h  a  geometricall y  downscale d  (labscale )  5 1 fermente r   operatin g  a t 

constan t   ti p  spee d  o r   powe r  inpu t   wit h  respec t   t o  th e  largescal e 

fermenter . 

Process design 

I n  th e  followin g  a   hypothetical proces s fo r   th e  productio n  o f   a 

secondar y  plan t   produc t   i s  studied .   Th e mai n  proces s  parameter s  ar e 

briefl y  summarize d  i n Table 1.2.  Th e proces s comprise s tw o stages : 

(1 )  I n  th e  growt h phas e biomas s i s  grow n fedbatc h wis e i n  a   fermente r 

cascade . 

(2 )  I n  th e productio n phas e  (stationar y phase )  productio n mediu m  wit h  a 

hig h  glucos e  concentratio n  i s fe d t o th e fermente r   t o  induc e  produc t 

formation .   Afte r  2 1 day s a  produc t  concentratio n o f  2.5 % o f  dryweigh t  i s 

reached .   Dat a  ar e partl y base d o n growt h kinetic s  researc h o n C. roseus 

carrie d ou t  i n ou r  projec t  grou p  (va n Guli k  et al.,  1989b) ,   adopte d  fro m 

literature ,  an d reasonabl e assumptions . 
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Tabl e 1.2 .  Proces s parameters . 

Design basis 

Productio n  [kg*year _1]   50 0 

Produc t   los s durin g downstrea m processin g  [% ]   2 0 

Operatio n perio d  [day*year~l ]   30 0 

Growth parameters 

Specifi c  growt h rat e 

Doublin g  tim e 

Initia l  biomas s dryweigh t   concentratio n 

Inoculatio n rati o 

Biomas s yiel d coefficien t  o n glucos e 

Maintenanc e coefficien t  o n substrat e 

Biomas s yiel d coefficien t  o n oxyge n 

Maintenanc e coefficien t  o n oxyge n 

Maximum oxyge n uptak e rat e 

Maximum substrat e uptak e rat e 

Fina l  biomas s dryweigh t  concentratio n 

[h" 1] 

[h ] 

[kg*m~ 3] 

[%] 

[Ceq*Ceq _1] 

[Ceq*Ceq _1*h _1 ] 

[Ceq*mol _1] 

[mol*Ceq _1*h _1 ] 

[mol*m" 3*h _1 ] 

tmol*m" 3*h _1 ] 

[kg*m~ 3] 

0.01 8 

38. 5 

2. 5 

12. 5 

0.6 5 

0.007 4 

2. 1 

0.007 3 

10. 6 

23. 4 

20 

Production parameters 

Fina l  produc t  concentratio n 

Productio n perio d 

[kg*kg 1] 

[day ] 

0.02 5 

21 

Fro m  thes e  dat a  th e  tota l  volum e fo r  th e  productio n  phas e  ca n  b e 

calculate d t o b e 15 0 m 3 .  T o diminis h  th e ris k o f  los s o f  productio n du e t o 

contaminatio n o r  equipmen t  failur e an d t o increas e proces s flexibilit y  i t 

i s  adequat e t o perfor m th e productio n phas e i n fo r  exampl e si x  bioreactor s 

of   2 5 m 3  each .   Therefor e th e growt h phas e ha s t o b e  performe d  i n  si x 

paralle l   threestag e  fermente r  cascade s o f  0.063 ,  1.25 ,  an d 2 5 m 3 . 

A  schemati c vie w o f  a  typica l  industrialscal e  impelle r   stirre d  bio 

reacto r   i s  give n i n Figure 1.1,  th e proportion s ar e give n i n Table 1.3 

(Oosterhuis ,  1984) .  Some genera l  proces s dat a ar e give n i n Table 1.4. 

Usin g th e dat a o f  Table 1.2, 1.3,  an d 1.4  th e dimension s an d operatin g 

condition s  o f  a  25m 3  reacto r  ca n b e calculate d usin g a   methodolog y  fo r 

analysin g  agitato r  performanc e an d mas s  transfe r  i n  larg e  multiturbin e 
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Figure 1.1.zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Schemati c vie w o f  a n 

industrialscal e  bioreactor . 

(Oosterhuis ,  1984 ) 

Table 1.3. Proportion s o f   industrialscal e  reactor . 

impelle r  diameter/vesse l   diamete r   (Dj/D v) 

impelle r  blad e width/impelle r  diamete r   (W/Dj ) 

baffl e diameter/vesse l   diamete r   (D]j/D v) 

height/vesse l  diamete r   (H/D v) 

liqui d height/vesse l  diamete r   (Hi/D v) 

0.3 2 

0. 2 

0.0 9 

2.2 5 

1. 8 

Table 1.4. Genera l  proces s data . 

brot h densit y  (p^ ) 

kinemati c mediu m viscosit y  (n ) 

proces s temperatur e  (T p) 

backpressur e  (p B) 

gas flow/reacto r  volum e x  tim e  (Q/V ) 

[kg*m 3 ] 

[m" 2*s _1 ] 

[°C ] 

[N*nT 2] 

[m 3*m" 3*s _1 ]   0.00 5 

1030 

1*10  6 

25 

5*10 4 

productio n  fermenter s develope d  b y Bade r   (1987) .   Th e applicatio n o f   thi s 

approac h  provide s  a  metho d  fo r  th e determinin g  axia l   dissolve d  oxyge n 

profile s  unde r  condition s o f   know n mas s transfe r   rate s a s a   functio n  o f 
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agitationaeratio n  characteristics .   A  stagewis e  approac h  i s   use d  whic h 

divide s th e fermente r   int o a  serie s o f  mixin g  cells . 

Thi s modellin g  approac h wa s applie d  usin g a  compute r  progra m writte n i n 

TurboPasca l   (Borlan d  Internationa l   Inc. ,  Scott s Valley ,  California ,   USA) . 

The result s o f  th e calculation s ar e presente d  i nzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Table 1.5  an d 1.6  an d ar e 

compare d  wit h  th e  reacto r   dimension s an d  operatin g  condition s  o f   a 

geometricall y  downscale d  labscal e  fermenter .  I n th e desig n o f  th e large 

scal e  fermente r   i t   wa s  assume d  tha t   th e  volumetri c  oxyge n  transfe r 

coefficien t   J^ a mus t  b e sufficientl y  hig h t o provid e nonlimitin g  oxyge n 

transfe r  unde r  wors t  cas e condition s  (a t  th e en d o f  th e exponentia l  growt h 

phase) . 

Tabl e 1.5 .  Dimension s o f  a n industrialscal e  fermente r  an d a  geometricall y 

downscale d  labscal e  fermenter . 

gros s volum e 

net  volum e 

heigh t 

diamete r 

liqui d heigh t   (ungassed ) 

number  o f   impeller s 

impelle r  diamete r 

impelle r  blad e widt h 

baffl e diamete r 

(V) 

(H) 

(D v) 

(H L) 

(n ) 

(Di ) 

(W) 

(Db> 

[m3] 

[m3] 

[m] 

[m] 

[m] 

[ ] 

[m] 

[m] 

[m] 

scal e 

industria l 

25 

20 

5.4 4 

2.4 2 

4.3 5 

3 

0.7 7 

0.1 6 

0.2 2 

la b 

0.00 5 

0.00 4 

0.31 6 

0.14 1 

0.25 3 

3 

0.04 5 

0.00 9 

0.01 3 

  1 1 



Table 1.6.zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA  Operatin g  condition s fo r  th e industrial   an d labscal e fermen 

te r  fo r  constan t   impelle r  ti p spee d an d powe r  input . 

V [m J] 

25  0.00 5  (vi=C )   0.00 5  (P/V=C ) 

gas flo w  (Q ) 

superficia l  ga s velocit y (v s) 

holdu p  (1e ) 

02transfe r   coefficien t   (k^a ) 

impelle r  spee d  (N ) 

impelle r  ti p spee d  (v^ ) 

power  inpu t   (P/V ) 

Regime analysi s 

I n  orde r  t o establis h whic h mechanism s ar e ratelimitin g  i n  a   large 

scal e proces s regim e analysi s ca n b e applied .   Thi s  techniqu e i s  performe d 

by  compariso n o f  characteristi c  parameter s o f  th e mechanism s  involve d  i n 

th e  process .   I n  mos t  case s th e characteristi c  tim e concep t  i s   use d  i n 

whic h  characteristi c  tim e  (tim e constant )  i s  a  measur e o f  th e  rat e  wit h 

whic h a  mechanis m  take s place .  Characteristi c  tim e i s  define d a s th e rati o 

of   a   capacit y an d a  flow .   Mechanism s wit h a   characteristi c  tim e  man y 

magnitude s  smalle r   tha n th e proces s tim e ar e i n  a   pseud o  steadystat e 

durin g th e process ,   e.g .   metaboli c  reaction s  tha t  procee d i n time s  les s 

tha n on e second .   O n th e othe r  hand ,   mechanism s wit h characteristi c  time s 

many  magnitude s  large r  tha n th e proces s  tim e wil l  hardl y  procee d  durin g 

th e process ,  e.g .  evolutionar y processes . 

I n  th e  followin g  equation s ar e give n t o calculat e th e  variou s  time s 

constant s o f  a  proces s  (Oosterhuis ,  1984) : 

Fluid  flow 

The tim e constan t   fo r  mixin g o f  th e gasliqui d dispersio n i s   expresse d 

by th e circulatio n  tim e t c^ : 

[m 3*s _1 ] 

[m*s _1 ] 

[ ] 

[s" 1] 

ts" 1] 

[m*s _1 ] 

[W*m~3] 

0. 1 

0.0 2 

0.04 3 

0.007 2 

1.2 8 

3. 1 

400 

3.3*10  5 

0.001 4 

0.03 9 

0.0 3 

21. 9 

3. 1 

7000 

3.3*10" 5 

0.001 4 

0.01 6 

0.00 4 

8. 6 

1. 2 

400 
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t c i   =  0.5V ic /* p  (1.1 ) 

wher e V^ c  i s  th e compartmen t  volum e o f  on e impelle r   i n th e reactor ,  an d $ p 

i s  th e circulatio n capacit y o f  a  turbin e typ e stirre r  expresse d as : 

V i c  =  0.08nD v
2HL  an d  (1.2 ) 

* p =  0 . 7 5 ^ 3  (1.3 ) 

wher e D v  i s  th e vesse l  diameter ,  H ^  i s th e liqui d height ,  N  i s th e stirre r 

speed ,  an d D ^  i s th e impelle r  diameter . 

An estimat e fo r  th e mixin g tim e t m ca n b e calculate d  fro m  th e  circulatio n 

tim e t c j : 

t m  =  4t c i   (1.4 ) 

Oxygen flow 

The tim e constan t   fo r  oxyge n transfe r  fro m ga s t o liqui d  t 0t   i s  define d 

by th e reciproca l  volumetri c oxyge n transfe r  coefficien t   k^a : 

t o t   =  l/k La  (1.5 ) 

The tim e constan t   fo r  oxyge n consumptio n tg c ca n b e expresse d as : 

  durin g growt h  :  t 0 c  =  C* 0 L / r 0
m ax  (1.6 ) 

  durin g productio n  :  t 0 c  =  C* 0 L / r 0
m a i n  (1.7 ) 

i n whic h C  0 L i s  t n e  oxyge n saturatio n concentration ,  r o m ax  i s  th e maximu m 

oxyge n  consumptio n rat e durin g growth ,   an d  r o m a i n  i s  oxyge n  consumptio n 

fo r  maintenanc e durin g production : 

r 0max   =   ( 1 / Y o x ) u c x max  +  o^xCx 1" 3*   (1.8 ) 

rQmai n =   m o x c x
m ax  (1.9 ) 
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where  YQX i3 the biomass yield coefficient on oxygen,  u is the  specific 

growth  rate,  Cx m a x  is the maximum biomass concentration and mg  is the 

maintenance coefficient on oxygen. 

The  residence  time of the gas bubbles 8 G is derived  from the gas  holdup 

(1t) in the reactor: 

e G = (le)VL/Q  (1.10) 

in which VL is the liquid volume, and Q is the gas flow rate. 

Heat flow 

The  time constant for heat production tHp can be calculated  from: 

%  = rbcp|T(rTp|/(rHX+rHs>  tlll> 

in  which  pD is the density of the culture broth,  cp  is  specific  heat 

coefficient, TQ  is the critical process temperature,  Tp is the  optimal 

process  temperature,  rjjx is the heat production by the plant cells: 

rHX  = 460*10
3ro  (Cooney et al.,  1969)  (1.12) 

and  rjjs is the heat production by stirring approximated by: 

rHs  = P/V  (1.13) 

in which P is the impeller power  consumption. 

The time constant tHt for heat transfer can be expressed as: 

tHt  = pbVcp/(aA)  (1.14) 

in which a is the overall heat transfer coefficient,  and A is the surface 

of the heating/cooling  device. 

Biomass and substrate flow 
The  time  constant for growth tx can be obtained  from  the  reciprocal 
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specifi c  grovt h  rat e u : 

t x  =  1/ u  (1.15 ) 

The  tim e constan t   fo r  substrat e consumptio n  t g ca n b e calculate d  i n  th e 

same wa y a s th e tim e constan t   fo r  oxyge n consumption : 

  durin g growt h  :  t s =   C s / r s
m ax  (1.16 ) 

  durin g productio n  :  t s =   C s /r s
lna i n  (1.17 ) 

i n  whic h  Cg i s th e actua l  substrat e concentratio n  i n a   fedbatc h  o r   a 

continuou s process .   Fo r  a  batc h proces s C g i s equa l   t o Cgg ,   whic h  i s th e 

substrat e concentratio n a t  inoculu m  time .   Fo r  al l  processes   rg m ax  i s   th e 

maximum  substrat e  consumptio n  rat e durin g growth ,   an d  r g m a i n  i s   th e 

maintenanc e  substrat e consumptio n durin g  th e productio n phase : 

rg max   =   ( 1 / Ys x ) u C x max   +   ms c x max  (1.18 ) 

rg mai n  =  „^ma x   ( 1  19 ) 

i n whic h Y g x  i s  th e biomas s yiel d coefficien t   o n substrate ,   an d m s  i s  th e 

maintenanc e coefficien t  o n substrate . 

The tim e constan t   fo r  produc t   formatio n  t p ca n b e expresse d as : 

t P =  Cp m a x/ r P  (1.20 ) 

i n  whic h Cp m ax  i s  th e maximu m attaine d  produc t  concentration ,   an d r p  i s 

th e produc t   formatio n  rate . 

Usin g  equation s  1. 1  t o 1.2 0 an d  th e dat a summed u p i n  th e  precedin g 

table s  th e  tim e constant s o f  a  25m 3  stirre d  tan k  fermente r   wit h  plan t 

cell s wer e calculate d  togethe r  wit h  thos e o f  a  5 1  fermente r   fo r   constan t 

ti p  spee d an d constan t  volumetri c powe r   inpu t zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (Table 1.7).  Th e  proces s 

comprise s  a  growt h an d a  productio n phase .   Fo r  al l  mechanism s th e  wors t 

cas e  wa s  analyse d  bein g  th e en d o f   th e growt h  phas e  a s  th e  biomas s 
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concentratio n  attain s 2 0 kg* m 

Table 1.7. Compariso n  o f  tim e constant s o f  a  25m J  fermente r  an d a   down 

scale d  5 1 fermente r  fo r  constan t  ti p spee d  (v^ )  an d constan t   volumetri c 

power   inpu t   (P/V) . 

V [m 3] 

tim e constan t   [s ]   2 5  0.00 5  (v i =C)   0.00 5  (P/V=C ) 

8 

32 

139 

139 

303 

9 

4800 

4800 

0. 5 

2 

33 

139 

303 

5 

1000 

1000 

2 

8 

250 

139 

303 

2 

4800 

4800 

2*10 5  2*10 5  2*10 5 

1500 *   1500 *   1500 * 

18*10 5 

Fedbatc h  proces s i n whic h C g i s  maintaine d a t  1 0 mol*m~ 3 

Discussion of regime analysis 

The growt h an d productio n  tim e ar e th e longes t   characteristi c  time s  i n 

thi s process ,   thereb y  determinin g  th e tota l   proces s  time .  Al l  othe r   time s 

ar e  a t  leas t  on e orde r  o f  magnitud e  shorter ,   s o th e mechanism s  involve d 

ar e i n a  pseud o  steadystat e  durin g th e process . 

Comparin g  th e  characteristi c  time s o f  th e 25m 3  fermente r  i t   ca n b e 

conclude d  tha t   ther e ma y b e som e problem s i n th e oxyge n  suppl y  t o th e 

plan t   cells .   Oxyge n  transfe r  an d oxyge n  consumptio n  tim e ar e  equa l   o n 

large scal e becaus e desig n ha s bee n base d o n th e critica l  oxyge n  transfe r 

coefficient .   However ,   mixin g  tim e i s  shor t   compare d  t o oxyge n  transfe r 

time ,   s o oxyge n  depletio n i s  unlikel y  t o occu r  i n badl y  mixe d  region s  o f 

th e  fermenter .   Hea t   transfe r  an d hea t   productio n  tim e  ar e  equal .   Th e 

calculatio n  i s  base d o n th e assumptio n  tha t  al l  hea t  produce d  i s   exchan 

fc 0t 

tg c  (growth ) 

(production ) 

e G 

tH p 
fc Ht 

t x 

t g  (growth ) 

t P 
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ged.   N o  temperatur e  gradient s  ar e expecte d  becaus e th e  tim e  o f   hea t 

productio n  i s lon g compare d  t o mixin g  time . 

I n  th e  5 1  fermente r   fo r  P/V=constan t   oxyge n  limitatio n  wil l   occur , 

becaus e  th e  oxyge n  transfe r   tim e i s longe r  tha n  th e  oxyge n  consumptio n 

time .   When v^=constan t   th e oxyge n transfe r   tim e i s muc h shorte r   tha n  th e 

oxyge n  consumptio n  time ,   s o  growt h  wil l  no t   b e  hampere d  b y  oxyge n 

limitation .  When  th e proces s  i s operate d  fedbatc h wis e problem s ca n occu r 

when  th e  substrat e  suppl y hampers .   Fro m  th e  characteristi c  tim e  o f 

substrat e  consumptio n  i t  ca n b e conclude d  tha t   i n  tha t   cas e  substrat e 

limitatio n wil l  se t   i n afte r  2 5 minutes . 

I t   ca n  b e  conclude d  tha t  experiment s t o  simulate d  th e  largescal e 

proces s  ca n no t  b e performe d o n 5 1  scal e  fo r   P/V=constant .   Unde r   thi s 

conditio n oxyge n  transfe r  wil l  b e th e rulin g mechanis m  fo r  growt h  instea d 

of  maximu m specifi c  growt h rate .   Fo r  v^=constan t   oxyge n transfe r   i s  mor e 

tha n sufficient ,  s o smallscal e experiment s shoul d b e performe d  preferabl y 

unde r  thi s condition . 

Numerical assessment of hydrodynamic stress in an agitated  reactor 

Characteristi c  time s fo r  shea r  effect s o n th e cel l  populatio n ca n  no t 

be  calculate d du e t o variou s reasons : 

(1 )  I t   i s   no t  possibl e  t o defin e a  rat e o f   th e  incompletel y  understoo d 

shea r  effects .   Lo w level s o f  shea r  stres s wil l  hav e n o apparen t   effec t  o n 

th e  cells ,   resultin g  i n a n infinit e characteristi c  time ,   wherea s  (too ) 

hig h  level s  o f   shea r  ca n onl y b e observe d a s a  decreas e o f   growt h  rat e 

whic h  i s no t  predictabl e  i n advance . 

(2 )  Variou s effects ,   eac h dependan t  o n th e flo w regime s i n  th e fermenter , 

ar e actin g simultaneousl y o n th e cells . 

An analysi s o f  shea r  effect s shoul d  therefor e b e base d o n compariso n o f 

thes e variet y o f  mechanism s  i n dependenc y o f   th e flo w characteristics . 

Cherr y  an d  Papoutsaki s  (1986 )  analyse d  th e  hydrodynami c  effect s  o n 

cell s  i n agitate d  tissu e cultur e reactors .   Althoug h  thei r  objectiv e  ha s 

been specificall y  t o describ e th e mechanism s b y whic h hydrodynami c  force s 

can affec t  microcarrie r  systems ,  th e sam e approac h ca n b e use d  t o describ e 

th e stres s mechanism s actin g o n suspende d cells . 

The primar y mechanism s o f  cel l  damag e appea r   t o result s  fro m  (a )  direc t 

  1 7 



interaction  between  cells and turbulent  eddies,  (b)  collision  between 

cells  in  turbulent  flow and collisions against the  impeller  or  other 

stationary  surfaces,  (c)  boundary layer shear forces around  the  solid 

subjects in the reactor, especially the impeller. 

Interaction between cells and eddies 

The level of hydrodynamic  stress generated by interaction between cells 

and eddies is governed by the ratio of their sizes. 

I. If the scale of the smallest  turbulent  eddy is sufficiently  larger than 

the cells they will just follow the local flow pattern and no  significant 

levels of hydrodynamic  stress will be experienced. 

II. If  the smallest  eddies of turbulent  flow are of the same size as the 

cells  they can interact between eddies in several possible ways: 

1. A  single eddy that cannot engulf the cell entirely can only act  on  a 

part  of  the  surface,  causing a cell to  rotate.  This  mechanism  will 

generally be accompanied by low levels of hydrodynamic  stress. 

2. High  shear  stresses may be exerted on the cells when  several  eddies 

with  opposed  rotation interact with it simultaneously  since  the  cells 

cannot  rotate to cancel each of the shear forces on it. 

III. If  the  eddy  size is the same as the  intercell  spacing  cellcell 

collisions  may occur between cells generating a stress that is  dependent 

on the collision energy and collision  frequency. 

From  Kolmogorov's  theory  (Kolmogorov,  1941) the size of the  smallest 

eddies de and the eddy velocity ve can be calculated: 

de = ^^/(Np^DiS/VL)
1/ 4  and  (1.21) 

vezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA ~ n/de  (1.22) 

where n. is kinematic viscosity of the liquid  phase,  Np is power number, N 

is  impeller speed,  D^ is impeller diameter,  VL is the  agitated  liquid 

volume. 

According  to  Smith and Rielly  (1988) a tensile stress x^e  acting  on  a 

spherical cell during  interaction with an eddy can be estimated as: 

xte ~ 18.5npLve/de  (1.23) 

 18 



i n whic h v e /d e  ca n b e considere d a s th e mlcroscal e shea r  rate . 

To estimat e  th e duratio n o f   th e stres s even t  8 t e  th e tankaveraged ,   root 

meansquar e velocit y  fluctuation s a  hav e t o b e estimated : 

a ~  0.41N p
1'' 3NDi   (1.24 ) 

i n whic h N p  i s  th e powe r  number ,   N  i s th e agitatio n speed ,   an d D ^  i s th e 

impelle r  diameter : 

The duratio n o f   th e microscal e stres s even t zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA @^e  ca n b e estimate d as : 

9 t e  =  d e/ a  (1.25 ) 

The  tim e  constan t   fo r  thi s stres s  even t   t t e  ca n b e estimate d  fro m  th e 

integra l   lengt h scal e  fo r  th e macroscal e  turbulenc e L j  an d  th e  rootmean 

squar e  velocit y  fluctuation s a .   L j  ca n b e calculate d  fro m  th e  reacto r 

diamete r  D v ,   takin g  int o accoun t   th e reacto r  proportion s o f  Table 1.3: 

L t  ~ D b/ 3 ~ D v /1 5  (1.26 ) 

The tim e constan t   t^ e  ca n b e estimate d as : 

t t e ~ L t / o  (1.27 ) 

Collisions 

The  celltocel l   collisio n  frequenc y o f  a n individua l   cel l   N^ c  i s 

dependen t   o n  th e volum e  fractio n cell s a ,   th e edd y  siz e  d e ,   an d  th e 

diamete r  o f   th e cell s  d c : 

Nc c ~ nna/(6d edc)   (1.28 ) 

The energ y o f  celltocel l   collision s E c c  ca n b e estimate d as : 

Ec c ~  M c v e 2  < Mc =   fc vc ;  v c =  nd c
3 /6 )   (1.29 ) 

wher e M c  i s  th e mas s o f  on e cel l  an d  p c  i s  cel l  density . 
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The  c e l l  t o  i m p e l l e r  c o l l i s i o n  frequency  of  an  indiv idual  c e l l  Nc^  can  be 

es t imated  a s : 

N c i  =  U/SJnnbD^Ndc/VL  (1.30) 

where n^ is the number of impeller  blades. 

The  energy  of cell to impeller  collisions Ec^ is determined by  the tip 

speed of the impeller v^: 

E c i = O.öMcVi
2  (Vi = NnDi)  (1.31) 

Boundary layer shear stresses 

Relatively  large areas of high shear are expected in  boundary  layers 

around  the solid objects submerged in the reactor.  Because  the  moving 

impeller  has  the highest  velocity  relative to the liquid  only  boundary 

layer  shear  forces around  the impeller will be considered.  As a  first 

approximation  impeller  blades can be modelled as stationary  flat  plates 

with  fluid moving over them.  Because  the Reynolds number  for  transition 

from  laminar to turbulent  flow can be substantially  reduced  by  impeller 

rotation and the possibility of boundary  layer separation  from the  angled 

blades both laminar and turbulent  boundary  layers will be considered. 

In the laminar case the boundary  layer thicknesszyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 6± can be estimated as: 

3dc <, bx <,  ödiW/vi)1/2  (1.32) 

where W is impeller  blade width. 

The laminar boundary  layer shear stress can be estimated as: 

x w l ~ 1.66(^11^/5!  (1.33) 

In the turbulent case the boundary  layer thickness 6( can be estimated as: 

3dc <, 6t <, 0.37W4/5(vi/l))"
1/5  (1.34) 
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The  turbulen t   laye r  shea r  stres s ca n b e estimate d as : 

x ¥ t  =  0.0229p L n 1 / 4 v i
7 / 4 6 t  1 / 4  (1.35 ) 

Usin g  equation s  1.2 1 t o 1.3 5 hydrodynami c  stres s  parameter s  ca n b e 

calculate d  fo r  th e 25m 3  fermente r  an d th e downscale d 5 1 fermente r   fo r 

Vi=constan t  an d P/V=constant .  Th e result s ar e presente d i nzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Table 1.8. 

Discussion of assessment of hydrodynamic stress 

Most   o f   th e hydrodynami c stres s parameter s ar e o f  th e sam e  orde r   o f 

magnitud e fo r  th e 25m 3 an d 5 1 fermente r  a t  constan t  ti p spee d an d  powe r 

input .   Tw o stres s parameter s diverg e considerably :   th e tim e constan t  fo r 

macroscal e  turbulenc e  t( e,   an d th e celltoimpelle r   collisio n  frequenc y 

NCc j .  Th e tim e betwee n consecutiv e passage s  throug h th e impelle r   regio n i s 

much  smalle r   o n  a  smal l  scal e tha n o n larg e 'scale ,   whic h  lead s  t o a 

greate r   tim e constan t  fo r  macroscal e  turbulence . 

Tabl e 1.8 .  Compariso n  betwee n hydrodynami c stres s parameter s o f   a   25m 3 

industrialscal e  fermente r  an d a  downscale d 5 1 fermente r   unde r   condi 

tion s o f  constan t  v ^  an d P/V .  Value s betwee n ( ) designat e th e rati o wit h 

respec t  t o industria l  scale . 

reactor parameters 

VL  [m3] 

Di  [m] 

N  ts ' 1 ] 

v^  [m*s~l] 

P/V  [W*rrT3] 

cell parameters 

a  [] 

dc  [m] 

i n d u s t r i a l 

20 

0.774 

1.28 

3.1 

400 

0.1 

1*104 

sca le 

lab  (v^C) 

0.004 

0.045 

21.9 

3.1 

7000 

0.1 

1*10~4 

lab  (P/V=C) 

0.004 

0.045 

8.6 

1.2 

400 

0.1 

mo  4 
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Table 1.8zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (continuation ) 

hydrodynamic stress parameters (ratio) (ratio) 

d e  [m ]   4*10" 5  2*10" 5 (0.5)  4*10" 5 (1) 

v e  [m*s _1 ]   0.02 6  0.05 2 (2)  0.02 6 (1) 

T t e  [N*nT 2]   1 2  5 0 (4)  1 2 (1) 

8 t e  [s ]   6*10' 5  3*10" 5 (0.5)  14*10  5 (2) 

t t e  [s ]   0.2 3  0.01 4 (0.06)  0.03 5 (0.15) 

E c c  [J ]   4*10  1 3  15*10" 1 3 (4)  4*10  1 3 (1) 

Ec c /M c  [J/kg ]   7*10  4  30*10  4 (4)  7*10  4 (1) 

N CCC  [s _1 ]   1 3  2 7  C2 ;   1 3  (j ; 

E c i   [J ]   26*10  1 0  26*10 _1°  (1)  4*10  1 0 (0.15) 

Ec i /M c  [J/kg ]   5   5   a ;   0.7 5 (0.15) 

NCc i   [s _1 ]   8*10  5  2*10  2 (250)  9*10  3  CJOO; 
Twl 

*wt 

[N*m _2]   31 7 �   121 7  3 7 

[N*m 2 ]   184 0  314 0  5 8 

The  specifi c   impelle r   are a (~Vj\l/Vi)  increase s whe n volum e  decreases . 

Thi s  effec t   combine d  wit h a  shorte r   t j e result s i n a  fa r  highe r   cellto 

impelle r   collisio n  frequenc y a t  smal l   scale . 

By  compariso n  o f  th e stres s  parameter s i t  ca n b e  conclude d  tha t   i t 

shoul d b e justifie d t o us e a  smallscal e  fermente r  a t  constan t  powe r   inpu t 

t o  simulat e  th e stres s  condition s  experience d b y th e cell s o n  industria l 

scale .   However ,   ther e  ar e  tw o objections .  Firstly ,  oxyge n  limite d  growt h 

wil l   occu r   unde r   th e conditio n o f  P/V= C  (regim e  analysis ,  Table 1.7). 

Secondly ,   o n  larg e  scal e  th e majorit y o f  th e powe r  i s  dissipate d  i n a 

relativel y  smal l   par t  o f  th e  fermenter ,   i.e .  i n th e impelle r   region .   S o 

th e  force s actin g o n th e plan t   cell s wil l  b e considerabl y  highe r   tha n th e 

average s  presente d i n Table 1.8.  Therefore ,   t o simulat e  thos e  condition s 

i t   woul d b e necessar y t o perfor m  smallscal e  experiment s a t  constan t  ti p 

speed . 

For   practica l   reason s  th e conditio n o f  a  constan t   tipspee d  o n  smal l 

scal e wit h  respec t  t o industrialscal e  ha s t o b e weakene d a  bit .  A s ca n b e 

see n  i n Table 1.8  th e powe r   inpu t   fo r  P/V=constan t   i s  = 7 kW*m~ 3  a t  a n 

agitatio n  spee d  o f  21. 9 s~ l  (=130 0 rpm) .   Thes e  condition s  ar e  hardl y 
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attainabl e  b y th e greate r  par t  o f  th e commerciall y  availabl e  equipment . 

Besides ,   performin g experiment s unde r   thos e condition s i s  rathe r  trouble 

some.   Therefore ,   th e experiment s describe d i n thi s thesi s wer e performe d 

at   a  maximu m powe r   inpu t  o f  =2 3 kW*m_3 an d a n agitatio n  spee d o f  1 7  s~ l 

(=100 0 rpm) . 

Conclusion s 

A hypothetica l   industrialscal e proces s fo r  th e productio n o f  a   secon 

dar y plan t  produc t  ca n b e designe d whe n enoug h dat a ar e available .  I n thi s 

proces s  assessmen t   o f  hydrodynami c  stres s b y mixin g wil l  b e on e  o f   th e 

majo r   problems .   B y prope r  downscalin g an d regim e  analysi s  smallscal e 

experiment s  ca n  b e devise d fo r  th e studyin g o f  th e  behaviou r   o f   plan t 

cell s unde r  hydrodynami c stress . 

To stud y th e sheartoleranc e o f  plan t  cell s a  surve y i s  mad e o n method s 

fo r   th e assessmen t  o f  hydrodynami c  stres s sensitivit y o f   culture d  plan t 

cell szyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA  (Chapter 2 ) .   Smallscal e  fermente r  experiment s i n batc h cultur e  t o 

stud y  th e  effect s  o f  shortter m hydrodynami c stres s  ar e  describe d  i n 

Chapter  3.  Chemosta t   experiment s  t o stud y th e  longter m  effect s  ar e 

describe d  i n Chapter 4. 

List of symbols 

a  overal l  hea t   transfe r   coefficien t 

A  surfac e 

c p  specifi c  hea t   coefficien t 

Cp  produc t   concentratio n 

Cgo  substrat e concentratio n a t  inoculatio n 

Cx  biomas s  concentratio n 

OL  equilibriu m concentratio n oxyge n 

dc  cel l   diamete r 

de  edd y siz e 

DD  baffl e diamete r 

D̂   impelle r   diamete r 

Dv  vesse l   diamete r 

Ec c  energ y o f  celltocel l   collision s 

Ec j   energ y o f  celltoimpelle r   collision s 

W*m"2*K_1 

m2 

J*kg" 

kg*m" 

kg*m" 

kg*m' 

1* K 1 

3 

3 

3 

mol*m~3 

m 

m 

m 

m 

m 

J 

J 
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H  vesse l  heigh t   m 

Hj   liqui d heigh t   m 

^ a  volumetri c oxyge n transfe r  coefficien t   s _ 1 

L t   integra l   lengt h scal e fo r  macroscal e  m 

turbulenc e 

mg  maintenanc e coefficien t  o n oxyge n 
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Introduction 

The effect s o f  hydrodynami c stres s o n variou s kind s o f   livin g cell s  i n 

suspensio n  cultur e  hav e  bee n studie d fo r  mor e tha n  tw o  decade s  (e.g . 

Midle r  an d Finn ,  1966 ;   Tanaka ,  1981 ;   Bronnenmeie r  an d Markl ,  1982 ;  Mark l  zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

et al.,  1987 ;   Smit h et al.,  1987 ;   an d man y others) .   Experimenta l   wor k 

of   th e shea r  effect s o n microbia l  system s ha s bee n reviewe d b y Mark l   an d 

Bronnenmeie r   (1986) .  However ,  report s concernin g th e effect s o f  hydrodyna 

mi c stres s o n plan t  cell s ar e scarc e  (Tanaka ,   1981 )  .   I n fac t  the y ar e s o 

scarc e  tha t   i n thi s literatur e surve y publication s o n th e sensitivit y  o f 

othe r   eucaryoti c  cell s t o hydrodynami c stres s ar e cite d  t o  demonstrat e 

experimenta l  technique s tha t  hav e bee n currentl y use d  i n thi s field .   The y 

migh t  b e applie d  i n futur e plan t  cel l  research . 

Plan t   cell s hav e commonl y bee n regarde d a s sensitiv e  t o  hydrodynami c 

stres s  generate d  b y agitatio n an d aeratio n becaus e o f   thei r   relativel y 

larg e  siz e compare d  t o microorganisms ,   thei r  rigi d cellulosi c cel l   wal l 

and  larg e vacuoles .   Therefore ,   thei r  cultivatio n o n a n industria l   scal e 

woul d  requir e speciall y designe d  lowshea r  bioreactors .   Fo r  larg e  scal e 

cultivation ,   however ,   i t   woul d b e advantageou s t o mak e us e  o f   alread y 

existin g  an d prove n technology ,   i.e .   a n impellerstirre d  tan k  reactor . 

Therefor e th e lac k o f  conclusiv e dat a o n th e hydrodynami c stres s  sensiti 

vit y  o f   plan t   cell s  hamper s th e  progres s  o f   industria l   plan t   cel l 

biotechnology . 

Thi s revie w wil l  giv e a  literatur e surve y o n th e method s tha t  hav e bee n 

use d  fo r  th e determinatio n o f  hydrodynami c stres s sensitivit y o f   culture d 

livin g  cell s  an d plan t  cell s i n  particular .   Hydrodynami c  stress ,   it s 

effects ,   an d  technique s t o determin e hydrodynami c  stres s sensitivit y  o f 

cell s ar e discussed . 

Experimental procedure 

A schemati c representatio n o f  possibl e cause/effec t  relation s an d  way s 

t o  determin e th e hydrodynami c stres s sensitivit y o f  cell s i s depicte d  i n 

Figure 2.1.  I n a n experimenta l  syste m hydrodynami c stres s i s generated .  I t 

can  b e represente d a s t o b e compose d o f  a t  leas t  fou r  stres s  components . 

The overal l  effec t   i s  damage ,   whic h ha s man y manifestations .  Eac h manife 

statio n o f  damag e ca n b e quantifie d b y determinatio n methods .  Th e  outcom e 
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Figure  2.1.  Schematic  representation  of possible  cause/effect  relations 

and  ways  to assess  hydrodynamic  stress  sensitivity. 



of   th e  experimen t   i s usuall y  compare d wit h  th e result s  o f   a   lowshea r 

referenc e experiment . 

Description of hydrodynamic stress 

Cherr y  an d  Papoutsaki s  (1986 )  analyse d  th e  hydrodynami c  effect s  o n 

mammalia n  cell s o n microcarrier s  i n agitate d  reactors .   The y  identifie d 

thre e distinc t   flo w region s i n th e reactor : 

  bul k lamina r  flow , 

  bul k turbulen t   flow , 

  boundarylaye r  flows . 

Thei r   theoretica l  analysis ,   whic h  i s onl y vali d  fo r  dilute d  suspensions , 

reveale d  thre e  majo r  mechanism s o f   stres s exertio n  i n  connectio n  wit h 

agitation : 

  direc t   interactio n betwee n microcarrier s an d  turbulen t  eddies , 

  collisio n betwee n microcarrier s  i n  turbulen t  flow , 

  collisio n agains t   th e impelle r  o r  othe r  stationar y surfaces . 

Eddy  siz e an d edd y energ y ar e importan t   factor s  tha t   determin e  whic h 

mechanis m  wil l  b e predominant .   Eddie s o f   th e sam e siz e o f  th e  microcar 

rier s  (=15 0 urn )   may caus e hig h shearstresse s o n the m  i f   the y  contai n 

enoug h  energy .   Eddie s  th e siz e o f   th e averag e mutua l   distanc e  o f   th e 

microcarrier s may caus e beadbea d collisions .   Unde r  comparabl e condition s 

th e energ y  involve d  i n collision s wit h  th e impelle r  an d beadedd y  interac 

tion s  ar e  th e  mor e  important .   Howeve r  ther e  i s  som e  evidenc e  tha t 

collisio n  frequenc y  i s als o a n importan t   factor .  I n principl e th e approac h 

of   Cherr y  an d  Papoutsaki s  (1986 )  ca n als o b e applie d  t o  plan t   cells , 

aggregate s o r  othe r  cel l  system s i n a n impellerstirre d  reactor ,   provide d 

tha t   thei r  siz e  i s ha s th e sam e orde r  o f  magnitud e a s  th e  microcarrier s 

and  thei r  volum e  fractio n doe s no t  excee d =10% . 

Stres s  ca n  als o b e exerte d b y th e aeratio n o f   a   bioreactor .   Handa 

Corriga nzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et al.  (1989 )  studie d  th e effec t  o f  gasliqui d  interface s o n th e 

growt h  o f  suspende d mammalia n cell s an d  th e mechanism s o f  cel l  damag e  b y 

bubbles .   Tw o  (sub)mechanism s  o f  cel l  damag e b y spargin g ai r   hav e  bee n 

proposed :  damag e du e t o rapi d oscillation s cause d b y burstin g bubbles ,  an d 

damage du e t o shearin g  i n drainin g  liqui d  film s i n foams .   Hence ,  hydrody 
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nami c stres s i s  compose d o f  a t  leas t   fou r  stres s components : 

  lamina r  shea r  stress , 

  turbulen t   shea r  stress , 

  collision s o f  an y sort , 

  aeratio n 

Effect of hydrodynaaic stress 

A  majo r  proble m  face d b y worker s i n thi s  fiel d i s  ho w t o  measur e  th e 

effec t   o f  hydrodynami c  stres s o n cells .   Th e effec t  ca n b e bot h  positiv e 

and  negative .   I n  mos t   case s  i t  wil l  b e  negativ e  an d  b e  designate d 

"damage" .   Positiv e  effect s o f  shearstress ,   e.g .   highe r  productio n  o f 

secondar y metabolite s  shoul d no t  b e excluded .  However ,  i t  ha s no t  ye t  bee n 

shown.   Damage ca n b e define d i n thi s contex t  a s al l  effect s generate d  b y 

hydrodynami c  stres s  tha t  affec t  th e growth ,   metabolis m an d  organisatio n 

of  a  cell ,   cel l  aggregat e o r  cel l  syste m i n a  negativ e  sens e compare d  t o 

a lowshea r   referenc e situation . 

Estimation methods for cell damage 

Cel l  damag e ca n hav e man y manifestations .  Th e prevailin g are : 

Alteration of morphology 

Alteratio n  o f   morpholog y  o f  plan t  cell s o r   aggregate s  afte r   shea r 

exposur e  i s   mostl y  perceive d  a s mechanica l   injurie s  o r   decreas e  o f 

aggregat e siz e  (Tanaka ,  1981 ;  Tanaka ,  1987 ;  Scrag g et al.,  1986 ;  Scrag g et 

al.,  1988 ;  Alla n e t  al.,  1988) . 

Midle r  an d Fin n  (1966 )  hav e use d  lightmicroscopi c observatio n an d cel l 

countin g t o estimat e disruptio n o f  protozoa .  Smit h e t  al.  (1987 )  hav e use d 

a  scannin g  electro n  microscop e t o detec t  alteration s  i n  cel l   surfac e 

morpholog y o f  highl y sheare d hybridomas . 

Release of intracellular compounds 

Releas e o f  intracellula r  material ,  a  typica l   indirec t  method ,  ha s ofte n 

been use d a s damag e  indicator .   Tanak a e t  al.  (1975 )  reporte d  th e result s 

of  extensiv e experiment s wit h mycelia l  suspension s o f  Mucor javanicus  an d 

Rhizopus javanicus.  Agitatio n  o f  define d mol d suspension s  resulte d  i n 
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leakage  of intracellular substances  consisting of RNArelated  nucleoti

des,  mostly mononucleotides with a maximum absorption at 260 nm.  At any 

constant  agitator speed the nucleotides leaked from the mycelia to  water 

directly proportional to agitation time. 

Wagner  and  Vogelmann  (1977) reported the  release  of  intracellular 

material  causing drop of pH as a shearindicator in the case of  cultiva

tion of plant cells. 

The release of the intracellular enzyme lactate dehydrogenase  (LDH) has 

often  been  used  to quantify cellular lysis  resulting  from  damage  to 

mammalian  cells  (SmithzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et al.,  1987; Petersen et al.,  1988; Chittur et 

al.,  1988). 

Alteration of metabolism and productivity 

Sittig  and  Heine  (1977) observed drastic  alterations  of  metabolism 

during  fermentation of Methylomonas clara  when changing the mixing  system 

in  the  reactor from an airlift pump  (lowshear) to a  free  jet  (high

shear) .  König et al.  (1981)  reported a decrease  in  productivity  of 

penicillin  by Penicillium chrysogenum  in a stirred tank reactor  at  high 

agitation  speed. 

The  possibility  to  estimate damage after  exertion  of  hydrodynamic 

stress by measuring the relative contribution of the alternative  respira

tion  to  the  total  respiration in plant cells  has  been  suggested  by 

Hoefnagels  (personal communication).  However, this hypothesis has not yet 

been confirmed by experimental results. 

It  has to be pointed out that one should be cautious  in  interpreting 

alterations  of  metabolism  and productivity as  manifestations  of  cell 

damage.  It  is  very difficult to distinguish between  effects  of  mass

transfer  on both metabolism and productivity and damaging effects on the 

cells. Therefore, alterations of metabolism and productivity should prefe

rably not be used as damage indicator. 

Loss of viability 

Damage to a cell can result in loss of viability and eventually in cell 

death.  In many cases however,  a cell has the ability to recover from the 

inflicted  damage.  So  a damaged cell can still  be  viable.  This  poses 

another problem of how to define and estimate viability of a cell. 

For our purpose the operational definition of viability is:  the poten
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tia l  o f  cell s t o gro w an d divid e whe n place d  i n favourabl e conditions .  Th e 

exten t   i n whic h cell s retai n thi s viability ,  afte r  subjectio n  t o a  certai n 

hydrodynami c  load ,   constitute s  thei r   toleranc e  t o  hydrodynami c  stress . 

Thi s  approac h ha s bee n use dzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA in onl y a  fe w studie s  (Scrag gzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et al.,  1988 , 

Schürc h et al.,  1988) .   A  majo r  drawbac k  i s tha t   th e tim e  necessar y  t o 

discer n  whethe r  a  cel l  actuall y ha s divide d disallow s a   rapi d  viabilit y 

test .   Therefor e  othe r   method s hav e bee n  frequentl y use d  i n  whic h  th e 

integrit y o f   th e cytoplasmi c membran e  i s tested .   Viabilit y   i s  believe d  t o 

depen d  rathe r  strictl y upo n th e possessio n  o f  a  relativel y  ionimpermeabl e 

cytoplasmi c membran e  (Mackey ,   1980) . 

Method s  fo r   estimatin g viabilit y  b y testin g  membran e  integrit y  ar e 

mostl y stainin g  techniques .   Trampe r   e t  al.  (1986 )  use d  th e exclusio n  o f 

Trypa n Blu e a s indicato r   fo r  th e integrit y  o f  th e cel l  membran e o f   insec t 

cells .   Th e sam e metho d ha s bee n use d b y Smit h e t  al.  (1987) ,   Peterse n et 

al.  (1988 )  an d Schürc h et al.  (1988) .  Fluorescei n diacetat e  (FDA )  ha s bee n 

use d  fo r   bot h plan t  cell s an d mammalia n cell s a s a  marke r   fo r   cellula r 

viabilit y   (Widholm ,  1972) .   Th e percentag e viabilit y  o f  a  cel l   suspensio n 

has  bee n  determine d  b y countin g  th e numbe r  o f   cell s  wit h  fluorescen t 

cytoplas m usin g a  fluorescenc e microscop e  (Chittu r  et al.,  1988 ;  Scrag g  e t 

al.,  1988) .   Th e  majo r   drawbac k  o f   thes e  method s  i s  thei r   inheren t 

indirectness ,  an d misinterpretatio n o f   th e result s  i s common practice . 

An alternativ e metho d  t o asses s viabilit y  b y testin g membran e  integrit y 

coul d  b e th e measuremen t  o f   th e dielectri c permittivit y  o f   th e  cell s  a t 

radi o frequencie s  (Harri s e t  al.,  1987) .   A  cel l  wit h  intac t  membran e ca n 

be represente d a s a  smal l  capacitor :   a n interna l  an d a n externa l   solutio n 

wit h a  certai n conductivit y ar e separate d b y a  dielectricu m  i n th e for m o f 

a  relativel y  ionimpermeabl e membrane .   When th e membran e  i s damage d  th e 

ion s  cros s  th e membran e  freely ,   thereb y  reducin g  th e capacitanc e o f   th e 

cel l   t o  nearl y zero .   Usin g  thi s principl e  th e fractio n  cell s  wit h  a n 

intac t   membran e  ca n  b e distinguishe d  fro m th e  fractio n  cell s  wit h  a 

damaged membran e b y measurin g  th e capacitanc e o f  th e cel l  culture .  A  grea t 

advantag e  o f  thi s metho d woul d b e  th e possibilit y   t o  measur e  'realtim e 

viability' . 

Methods for generation of hydrodynamic stress 

I t   i s   difficul t   t o appl y a  define d hydrodynami c stres s  o n  cell s  i n 
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suspension .   I n literatur e differen t   type s o f  experimenta l  procedure s hav e 

been  described .   Mostl y experiment s wer e performe d i n a   turbulen t   shea r 

devic e o r  i n a  lamina r  shea r  device .   Method s fo r  studyin g exclusivel y th e 

effect s o f  collision s o n cell s hav e no t  yet  bee n described . 

Laminar shear devices 

Ofte n  lamina r  shea r  device s  (e.g .  a  Couett e viscometer )  ar e use d  tha t 

allo w determinatio n o f  shearsensitivit y  unde r  wel l  define d  lamina r  condi 

tions ,   thu s avoidin g  comple x  flo w patterns .  A n exampl e o f  a  lamina r  shea r 

devic e i s  give n i nzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Figure 2.2  (Midle r  an d Finn ,  1966) . 

QyiU  holder 

(Midle r  an d Finn ,  1966 ) 

The  advantag e  o f  thi s metho d i s th e possibilit y t o  stud y  th e  cell s 

unde r  define d  shea r  conditions .  Th e disadvantage s are : 

(1 )  A  lamina r  shea r  devic e allow s studyin g o f  onl y on e hydrodynami c  stres s 

component :   lamina r  shear . 

(2 )  Th e experiment s ar e restricte d  t o lowshea r   rate s an d shea r   stresses . 

For   hig h  shea r  stresse s th e viscosit y o f  th e cel l  suspensio n ha s  t o  b e 

increase d  b y  addin g  polymer s whic h migh t  hav e unknow n  effect s  o n  th e 

cells . 

(3 )  Larg e cel l  aggregate s distur b lamina r   flow .   Bot h cell s an d aggregate s 

wil l   ten d t o settl e dow n withi n th e viscomete r  causin g a   nonhomogeneou s 

suspension . 

(4 )  Experiment s  ar e  difficul t   t o perfor m unde r   axeni c  condition s  an d 
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therefor e ca n  las t  onl y fo r  a  shor t  perio d o f  time . 

Fro m  th e  literatur e tha t  ha s bee n publishe d o n method s  t o  determin e 

hydrodynami c stres s sensitivit y o f  cell s i n suspensio n i t  appear s tha t   i n 

many studies ,   despit e th e drawbacks ,   a  lamina r  shea r  devic e wa s used .  I t 

i s  argue d  tha t  th e mai n damagin g mechanis m i n stirre d bioreactor s wil l   b e 

cause d b y lamina r  shea r  whe n th e cell s ar e muc h smalle r  tha n th e  smalles t 

Kolmogoro v eddie s  (Cherr y an d Papoutsakis ,   1986) , zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA  (Chapter 1,zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Table 1.8). 

Thi s i s tru e fo r  suspende d mammalia n cells ,   whic h hav e a  relativel y  smal l 

diamete r   (102 0 um) ,   bu t  no t   fo r  plan t  cells ,   aggregate s an d  mammalia n 

cell s  o n  microcarrier s  (diameter s fro m  5030 0  urn) .   Some  interestin g 

studie s  concernin g  th e effect s o f  lamina r  shea r   stres s  o n  mammalian , 

insect ,  an d plan t  cell s ar e discusse d below . 

A  bioreacto r   wit h controlle d  lamina r  stres s ha s bee n  constructe d  b y 

Soul e et al.  (1987) .   I t   i s  compose d o f  tw o coaxia l  cylinder s fro m  whic h 

th e externa l  cylinde r  ca n rotat e wit h speed s betwee n 0  an d 8 0  rpm .   Appl e 

cell s  (Pirus malus)  wer e use d  t o tes t  th e operatio n o f  th e reactor .   Shea r 

stres s  i n  exces s  o f  0. 5 N*m~ ^  resulte d  i n cel l  deat h afte r   5   day s  o f 

cultivation .   Th e  result s  als o  showe d  tha t   growt h  wa s  optima l   unde r 

condition s o f  minima l  shea r  stres s  ( 0 rpm) .   Jane s  et al.  (1987 )  construc 

te d  a   simila r  devic e i n whic h th e inne r  cylinder ,   covere d wit h  a   gas 

permeatin g membrane ,   coul d rotate .  Thei r  objectiv e wa s no t   t o stud y shea r 

sensitivity ,   bu t  t o develo p an d tes t  a  ne w  lowshea r  devic e wit h  bubble 

fre e aeration .  Thi s bioreactor ,  exploitin g TaylorCouett e  (annula r  vortex ) 

flow ,  wa s successfull y use d t o cultur e re d bee t  (Beta vulgaris  L. )  cells . 

Smit h  e r  al.  (1987 )  use d a  Couett e viscosimete r   t o determin e th e  shea r 

sensitivit y o f  mammalia n cell s i n suspensio n culture .   A  murin e  hybridom a 

was  subjecte d  t o  constan t  shea r  rate s fo r  period s  o f   1 5  hours .   Cel l 

damage,   estimate d b y vita l  stainin g an d releas e o f  LDH,  wa s observe d a t  a 

shea r  rat e o f   87 0 s" 1,  bu t  no t  a t  42 0 s" 1. 

Schürc h  e t  al.  (1988 )  als o studie d  th e effec t  o f   lamina r  shea r   stres s 

on th e behaviou r  o f  hybridom a cel l  cultures .  Cell s wer e subjecte d  t o shea r 

rate s  o f  50 0 an d 100 0 s _ 1  i n a  sterilizabl e viscometer .   Shea r   tim e  wa s 

varie d  betwee n 12 0 an d 60 0 s ,   viscosit y betwee n 3  an d  1 0  mPa*s .   Afte r 

shearing ,   25 0 ml  o f  th e cel l  suspensio n wa s transferre d  fo r   recultivatio n 

i n  orde r   t o tes t  viability ,   growt h rate ,   antibod y productio n an d  othe r 
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metabolic  parameters.  No differences were found between  viable  sheared 

populations and viable control  (not sheared) populations.  A linear  rela

tionship between death rate and applied shear stress was found. 

In  some studies the determination of shear sensitivity of cells  in  a 

laminar  shear  device was used as a measure of shear  sensitivity  in  an 

agitated bioreactor. 

The  shear  sensitivity  of insect  cellszyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (Spodoptera frugiperda)  in 

suspension  has been studied by Tramper et al.  (1986).  Shear  sensitivity 

experiments  were performed both in a viscometer under laminar  conditions 

and in an 11 stirred vessel with a marine impeller. From this work it has 

been  concluded  that insect cells lose their viability in both  cases  at 

shear stresses in the order of magnitude of 1 N*m~2.  Sparging air through 

the  cell suspension  resulted in a larger decay rate than growth  rate  of 

the cells,  probably due to high shear stresses associated with rising and 

bursting bubbles. Tramper et al.  (1989) introduced a model describing cell 

death in a bubblecolumn and the relation of cell death with oxygen supply 

in these columns. The model is based on two assumptions. Firstly, the loss 

of  cell  viability  as a result of aeration  is  a  firstorder  process. 

Secondly,  a  hypothetical  volume in which all viable  cells  are  killed 

('killing volume') is associated with each air bubble during its lifetime. 

The model has been validated on laboratory scale. 

The  shear  sensitivity of hybridoma cells was studied by  Petersen  et 

al.  (1988).  The  cells were subjected to welldefined  laminar shear in  a 

Couette  viscometer.  Increasing  levels of shear stress (05 N*m"2 for  10 

minutes)  or  times  of exposure to shear resulted  in  higher  levels  of 

cellular damage and death.  Determination of shear sensitivity of cells in 

a  viscometer  was found to be a good measure of shear sensitivity  in  an 

agitated bioreactor. Cells cultured with low levels of fluid stresses were 

more sensitive to shear than cells from rapidly agitated  cultures.  Also, 

cells  from  either  the lag or stationary phase were  more  sensitive  to 

mechanical damage than exponentially growing cells. 

Turbulent shear devices 

As  turbulent  shear device an impellerstirred  vessel has  often  been 

used.  It would be obvious to perform shear experiments in a  conventional 
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stirre d  tan k reactor .   Differen t  value s o f  stres s ar e generate d b y differ 

ent  stirrin g speeds .   Th e behaviou r  o f  th e cell s i n th e stirre d vesse l   i s 

generall y  compare d  wit h  tha t  i n lowshea r  bioreactor s  (i n  mos t   case s 

erlenmeye r   flask s o r  airlif t   reactors) .   Standardizatio n o f   experimenta l 

procedure s  i s  almos t   impossibl e du e t o th e hig h variet y o f   stirrer s  an d 

reacto r   vesse l   geometrie s  whic h make s  compariso n  o f   literatur e  dat a 

difficult .   Besides ,   stres s  generate d b y a n impelle r  i s   badl y  defined , 

differen t  stres s mechanism s ar e operatin g  simultaneously .   Interpretatio n 

of  experimenta l   result s i s  therefor e rathe r  troublesome . 

Wagner  an d Vogelman n  (1977 )  studie d th e cultivatio n o f zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Morinda citrifo

lia, Catharanthus roseus an d Beta vulgaris  cel l  suspension s  i n  variou s 

type s o f  bioreactors .  Mechanica l  damag e o f  Morinda citrifolia  wa s foun d i n 

a  75 1 draf t  tub e reacto r  wit h Kapla n turbin e a t  a  stirrin g spee d o f   35 0 

rpm.   I n  a   stirre d  vesse l   o f  comparabl e siz e  damag e  occurre d  a t   a n 

agitatio n spee d o f  10 0 rpm .  B. vulgaris  appeare d t o b e eve n mor e sensitiv e 

t o shear ,  a n impelle r   spee d o f  n o mor e tha n 2 8 rp m (propelle r  diamete r  11 0 

mm)  cause d cel l  lysi s an d reduce d yiel d o f  secondar y metabolites .  Als o th e 

C. roseus  cel l  lin e wa s show n t o b e  ver y sensitiv e t o shea r  generate d b y 

a  fla t   blad e  turbin e  impeller .   A t  a  stirrin g spee d  o f   onl y  2 8  rp m 

(impelle r   diamete r   12 0 mm)  th e cell s wer e disrupte d completel y  afte r   a 

fermentatio n  tim e o f  fiv e days . 

Scrag g et al.  (1988 )  hav e attempte d t o determin e th e shea r   sensitivit y 

of   cel l  suspension s o f  Catharanthus roseus  an d Helianthus anuus.  Shea r 

sensitivit y wa s estimate d b y th e cells '  viability ,   define d b y th e author s 

as thei r  abilit y t o gro w an d divid e afte r  shea r  treatment .   Th e cel l   line s 

wer e foun d t o b e toleran t  t o stirre r  speed s o f  50 0 rp m an d 100 0 rp m fo r  u p 

t o  5   hour s  (6blade d  turbin e stirrer ,   diamete r   7. 3  cm) .  Subsequentl y 

growt h i n 3 1 bioreactor s a t  stirre r  speed s o f  15020 0 rp m wa s  performed . 

An importan t   findin g was '  tha t  shea r  toleranc e o f  th e H. annuus  cel l   lin e 

develope d a s growt h  rat e improved . 

The effec t  o f  hydrodynami c stres s o n plan t  cell s i n suspensio n  culture s 

has bee n studie d b y Tanak a et al.  (1988) .  Catharanthus roseus  cell s wer e 

cultivate d  bot h i n erlenmeye r  flask s wit h tw o baffl e plate s an d i n a   3 1 

ja r  fermente r  wit h modifie d paddletyp e impelle r   tha t  wa s operate d a t   17 5 
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and 28 0 rpm .  Stron g hydrodynami c  stres s condition s  resulte d  i n decreas e o f 

growt h  rat e o f  th e cells ,   th e maximu m cel l  mass ,   an d th e siz e  o f   cel l 

aggregates .   Cell s ha d a  highe r  wal l  content s an d highe r  relativ e  amount s 

of  cellulos e an d hemicellulose . 

I n th e aforementione d  studie s n o attempt s wer e mad e t o appl y a   define d 

turbulen t   shea r   stres s t o th e cells .   A  differen t  approac h  fo r   testin g 

hydrodynami c  stres s  sensitivit y wa s followe d b y Bronnenmeie r   an d  Mark l 

(1982) .   I n a  tes t  apparatu szyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (Figure 2.3),  stabl e continuou s culture s  o f 

thre e  type s  o f  gree n alga e an d tw o cyanobacteri a wer e expose d  t o  well 

define d  hydrodynami c  load s i n a  fre e jet . 

f  Exit  qas  »  Aeration  pump 

Valves 

Pressure  relief  tube 

Pressure  reduction  valve 

O 
{ X — ? 

High  pressure  sterilezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA f  ^ V 
filter ( 

High 
pressure 
nitrogen 

Pressure  vessel 

Figure 2.3 .  Tes t   apparatu s  fo r  freeje t   experiment s  (Bronnenmeie r   an d 

Markl ,   1982) . 

A  fractio n o f  th e turbidostaticall y  controlle d  cultur e wa s force d  ou t 

th e fermente r  vesse l  b y a  smal l   increas e o f  pressur e  int o a  secon d vessel . 

Fro m  thi s vesse l  th e cultur e wa s force d bac k  int o th e fermente r   b y  flo w 

throug h  a   nozzl e  o f  0.3 5 mm diameter .   A t  thi s nozzl e a   fre e  je t  wa s 

formed .   Fro m  th e  result s  o f  fre e je t   experiment s  wit h  shor t   stres s 
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exposure and stirring experiments,  distinct  critical stress values  could 

be determined  above which damage of the microorganisms cultures  occurred. 

A correlation between  the critical stress values in freejet  and  stirring 

experiments was found.  It appeared  that  the freejet data,  expressed  as 

critical  volumetric  dissipated  energy could be used  to  calculate  the 

maximum hydrodynamic  stress to which microorganisms could be exposed  in  a 

bioreactor without suffering damage. 

Sometimes  it  is not the objective to study  the  hydrodynamic  stress 

sensitivity of cells,  but the characterization of  the shear properties of 

a bioreactor, in most cases a stirred  fermenter. 

Midler and Finn  (1966) described  a model system for evaluating shear in 

the design of stirred  fermenters.  It was developed, using shear  sensitive 

protozoazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (Tetrahymena pyriformis),  in order to characterize the  maximum 

shear  in  both simple and complex shear fields.  Shear  experiments  were 

carried out in a constant shear device resembling  a Couette viscometer and 

in  two  labscale  turbinestirred  vessels that could  be  equipped  with 

impellers of different  diameter.  In the constant  shear device only slight 

damage  was  observed at shear rates below  1200 s*.  In order  to  retain 

laminar  conditions  in  the  annular gap at higher  shear  rates  it  was 

necessary  to increase the viscosity of the cell suspensions. Shear stress, 

rather than shear rate, appeared  to be the important  variable. It came out 

that  in an agitated  vessel disruption of cells started at a  certain  tip 

speed  of  the impeller,  and there was a clear relationship  between  the 

number of survivors and tip speed. The protozoan model system proved  to be 

an  effective  indicator of disruptive conditions,  in  both  laminar  and 

turbulent  shear fields. 

Tanaka  (1981)  developed  a  method  for  measuring  the  intensity  of 

hydrodynamic stress on cells in culture systems. The masstransfer coeffi

cient  (K)  for  a model solidliquid  system  (pnaphthol  in  water)  was 

proposed  as an intensity  index of hydrodynamic  stress on plant  cells  in 

suspension  cultures under various conditions in the  bioreactor  systems. 

The intensity index was used to select the most optimal bioreactor  for the 

cultivation of Cudrania tricuspidata  cells at high density.  A jar fermen

ter with a modified paddletype  impeller appeared  to be suitable. 
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Discussio nzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA and  conclusion s 

Fro m  th e  reviewe d  literatur e  i t  i s  clea r  tha t   hug e  difference s  i n 

hydrodynami c  stres s sensitivit y exis t  betwee n variou s plan t   cel l   lines . 

They  rang e  fro m  ver y  sensitiv e line s suc h  a szyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Pirus malus  (Soul e e t 

al.,  1987 )  an d Cudrania tricuspidata  (Tanaka ,   1981 )  t o robus t   line s  suc h 

as  Catharanthus roseus  an d Helianthus annuus  (Scrag g e t  al.,  1988) .   Eve n 

withi n on e specie s shea r  sensitivit y diverges .  C. roseus  fo r  exampl e  wa s 

foun d  t o b e ver y shea r  sensitiv e b y Wagne r  an d Vogelman n  (1977) .   On  th e 

contrary ,  Scrag g  e t  al.  (1988 )  foun d thi s specie s t o b e ver y robust . 

Plan t   cell s hav e commonl y bee n regarde d a s sensitiv e  to    hydrodynami c 

stres s  generate d  b y agitatio n an d aeratio n becaus e o f   thei r   relativel y 

larg e  siz e compare d  t o microorganisms ,   thei r  rigi d cellulosi c cel l   wal l 

and  larg e vacuoles .   Thi s opinion ,   firs t  expresse d b y Mandel s  (1972 )   bu t 

not  substantiated ,   ha s bee n establishe d  a s a  nea r  axio m afte r   subsequen t 

quotation s  b y man y authors .   I t  ha s le d t o th e misunderstandin g  tha t   al l 

plan t   cell s ar e intrinsicall y  shea r  sensitiv e an d b y al l  mean s  difficul t 

t o cultivat e o n a  larg e scal e  (Aghighi ,  1988) .   Besides ,   thi s opinio n ha s 

le d  t o th e developmen t  o f  man y  lowshea r  bioreactor s  fo r  growt h o f   plan t 

cell s  (Tanaka ,  1981 ;  Smar t  an d Fowler ,  1984 ;  Tanaka ,  1987 ;  Heggli n e t  al., 

1987 ;   Huls t  et al.,  1987) . 

Some  cel l   line s  ar e apparentl y mor e  resistan t   tha n  wa s  currentl y 

assumed .   A n explanatio n fo r  thes e difference s i s har d  t o give .   Scrag g  e t 

al.  (1988 )   reporte d  tha t  tw o o f   thei r  cel l   line s acquire d  robustnes s  a s 

cultur e growt h  improved ,  afte r  bein g initiall y  shea r  sensitive .  Thi s woul d 

sugges t   a   relationshi p  betwee n  tim e i n cultur e  an d  shea r   resistance . 

However ,  thi s i s contradicte d b y thei r  observatio n o f  a  recentl y develope d 

suspensio n  cultur e  o f  C. roseus  bein g shea r  toleran t  afte r   onl y  eigh t 

subcultures .   A   possibl e  explanatio n  fo r  sheartoleranc e  coul d  b e  th e 

abilit y   o f   plan t   cell s  t o repai r  smal l   lesion s i n  th e  cel l   wal l   b y 

depositio n o f  a  polysaccharide ,   e.g .   callose .  We suppos e tha t   th e wa y  i n 

whic h  th e  stoc k culture s ar e maintaine d  ca n  affec t   shea r   sensitivity . 

Thei r   maintenanc e  need s muc h attention ,   whe n stockculture s  ar e  badl y 

attende d  (oxyge n starvation ,   oversterilize d  mediu m  etc.) ,   the y  migh t 

develo p shea r  sensitivity .  Experiment s t o substantiat e  thi s assumptio n ha s 

not  ye t  bee n performe d  i n ou r  researc h group . 

I n ou r  opinio n on e shoul d ai m a t  establishin g  robus t  an d producin g cel l 
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lines  instead of spending too much time in developing lowshear  reactors 

for  fragile cell lines that eventually might not grow at all in  it. This 

approach has been in fact already followed by Allan  etzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA al.  (1988).  They 

succeeded in transforming an initially shear sensitive, slow growing, non

producing  cell  line of Picrasma quassioides  into  a  suspension  culture 

capable  of  growing  in bioreactors and producing  low levels  of  quassin. 

This was accomplished  by changes in subculture methods and took about  two 

years.  If  one does not succeed  in isolating  a robust and producing  cell 

line immobilization  can be a good alternative for protecting cells against 

shear stress  (Hulst,  1987). 

In  literature many different methods have been used to  determine  the 

hydrodynamic  stress sensitivity of cultured  cells.  Most of them seem  to 

give satisfactory  results, although some general problems are clear: 

(1) There  is  a  fundamental lack of  knowledge  of  which  circumstances 

determine the shear sensitivity of a cultured cell. 

(2) Determination  of damage has often been carried out  indirectly  which 

makes the interpretation of the results and the comparison  with experimen

tal results from other authors very difficult. 

(3) Translation  of shear behaviour under experimental conditions  to  the 

practical situation. 

In  our  opinion  data on hydrodynamic  stress  sensitivity  should  be 

determined  preferably  in  a smallscale system  that  is  a  downscaled 

version  of  the production system.  Therefore,  if the  intention  is  to 

develop a largescale process based on an impellerstirred  tank,  the best 

method  for determining hydrodynamic  stress sensitivity  of plant  cells  is 

making use of impellerstirred  chemostat  (Chapter 4). An obvious disadvan

tage of this method is that hydrodynamic stress is badly defined.  In  our 

opinion one should not worry too much about this drawback because  results 

obtained  with  laminar  shear devices  or  welldefined  turbulent  shear 

devices,  require  in  some  way or other an awkward  translation  to  the 

practical  situation,  i.e.  the largescale fermenter.  Also  turbidostat 

culture  should  be considered,  which has been used  for  studying  shear 

sensitivity  of microorganisms  (Bronnenmeier and  Mërkl,  1982).  However, 

performing turbidostat  cultures with plant cell has been proven  difficult 

because of problems associated with estimation of cell density by  optical 

means for long periods of time  (Wilson et al.,  1971). 
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Bot h continuou s cultur e an d turbidosta t  offe r   th e advantag e o f   studyin g 

cell s  unde r  constan t  condition s  fo r  lon g period s o f   time .   Shea r   stres s 

toleranc e  i s  easil y estimate d b y  th e abilit y  o f   th e  cell s  t o  maintai n 

themselve s  i n  cultur e unde r  certai n  stres s  conditions .   Besides ,   bot h 

technique s  offe r  th e possibilit y   fo r  selectio n o f  shea r  insensitiv e  cel l 

lines .  Disadvantage s ar e th e complexit y o f  th e experimenta l  setu p an d th e 

(especiall y  fo r  plan t  cells )  lon g duratio n o f  th e experiments . 

A  secon d  bes t  choic e woul d b e t o perfor m shea r  experiment s  i n  batc h 

cultur ezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA  (Chapter 3) .   Thi s approac h offer s th e advantag e o f  studyin g  th e 

shea r  sensitivit y o f  plan t  cell s goin g  throug h consecutiv e growt h  phases . 

Besides ,   duratio n o f   th e experiment s  i s relativel y  short .   Disadvantage s 

are : 

(1 )  Th e  cell s ar e subjecte d  t o continuousl y changin g hydrodynami c  stres s 

becaus e o f  changin g cel l  an d flui d properties . 

(2 )  Viabilit y   o f   th e cell s  i s har d  t o test .   Lowshea r   referenc e  experi 

ment s ar e neede d a s comparison . 

The require d hydrodynami c  stres s  toleranc e  fo r  a  larg e scal e plan t  cel l 

productio n  proces s  ca n easil y b e estimate d  fro m th e  proces s  parameter s 

(Chapter  1) .  Th e tipspee d o f   th e impeller s an d powe r   inpu t   fo r  mixin g ar e 

th e tw o mos t  importan t  parameter s tha t  determin e  th e hydrodynami c  loa d  o n 

th e  cells .   Th e  magnitud e o f   th e hydrodynami c stres s component s  ca n  b e 

assesse d a s ha s bee n describe d  i n Chapter 1 .   B y a  downscalin g  procedur e 

smallscal e experiment s ca n b e devise d  i n whic h cell s ca n b e subjecte d  t o 

hydrodynami c  load s tha t  ar e likel y  t o occu r  i n th e  largescal e process . 
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Introduction 

Littl e  informatio n i s  availabl e o n th e sensitivit y o f  plan t  cell s  fo r 

hydrodynami c  stres s  ('shearstress') .   Besides ,   dat a o n thi s subjec t   ar e 

ofte n  contradictory .   Unti l  no w mos t  experiment s t o asses s thi s  propert y 

wer e  carrie d ou t  b y imposin g stres s durin g a  shor t  perio d  o f   time ,   an d 

subsequentl y  determinin g  th e effect s o f  stres s b y on e o r  th e othe r  method . 

As alread y ha s bee n pointe d ou t  i n detai l  i n Chapter 2,  thes e  approache s 

hav e som e disadvantage s an d difficulties : 

(1 )  Determinatio n o f  effect s o f  hydrodynami c  stres s ha s ofte n bee n carrie d 

out  usin g  indirec t  methods . 

(2 )  Th e interpretatio n o f  th e experimenta l   result s an d th e compariso n wit h 

result s  fro m othe r  author s ar e ofte n difficult . 

(3 )  Translatio n  o f   hydrodynami c  stres s  sensitivit y  unde r   experimenta l 

condition s t o th e practica l  situatio n i s  troublesome . 

I n  Chapter 1  an d 2  i t  ha s bee n conclude d  tha t  performin g  hydrodynami c 

stres s experiment s i n a  downscale d  versio n o f  th e bioreacto r   that '  on e ha s 

i n vie w fo r  a  largescal e proces s i s th e bes t  solutio n t o th e aforementio 

ned problems .   I t  ha s als o bee n conclude d  tha t  performin g experiment s wit h 

chemosta t   culture s o f  plan t  cell s woul d b e th e bes t  choice .  Thi s  techniqu e 

offer s th e possibilitie s t o cultivat e cell s an d conduc t  experiment s  unde r 

strictl y define d  condition s durin g  lon g period s o f  time . 

A  secon d  bes t  choic e woul d b e t o perfor m shea r  experiment s  i n  batc h 

culture .   Thi s  approac h  offer s  th e advantag e  o f   studyin g  th e  shear 

sensitivit y  o f   plan t   cell s goin g  throug h  consecutiv e  growt h  phases . 

Disadvantage s  ar e tha t  effect s o f  stres s ar e difficul t   t o  assess .   Low 

shea r   referenc e experiment s ar e neede d a s comparison .   On e i s  neve r   sur e 

tha t   not   onl y hydrodynami c  load ,   bu t  als o othe r  parameter s  tha t   coul d 

affec t  growt h an d metabolis m o f  th e plan t  cell s wer e altered .   I n spit e o f 

thes e  drawback s batc h culture s ar e ver y usefu l  t o ge t  a  quic k  impressio n 

of  th e sheartoleranc e o f  a  cel l   line . 

I n  thi s stud y th e hydrodynami c  stres s sensitivit y o f  fou r  cel l   lines :  zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Catharanthus roseus, Nicotiana tabacum, Tabernaemontana divaricata,  an d 

Cinchona robusta  wa s assessed .   Cell s wer e batc h cultivate d  i n a  labscal e 

turbinestirre d  fermente r  a t  hig h agitatio n speed s an d growt h  characteri 

stic s  wer e  compare d  wit h  thos e a t  lo w agitatio n  speeds .   A n  additiona l 
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experimen t  wa s performe d i n a  turbinestirre d  fermente r  wit hzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA N. tabacum  t o 

asses s  th e  hydrodynami c  stres s sensitivit y o f   nutrien t   starve d  cells . 

Cultur e growth ,   respiration ,  an d releas e o f  protei n an d organi c carbo n b y 

th e  cell s wer e measure d durin g th e cours e o f  th e experiment s t o  quantif y 

stres s effect s o n th e plan t  cells .   T o ge t  a n impressio n o f  th e hydrodyna 

mic  stres s impose d o n th e cell s hydrodynami c parameter s  relate d t o  shea r 

stres s wer e estimated . 

Materials and Methods 

Cell cultures 

The cel l  suspensio n culture s o f  Catharanthus roseus, Nicotiana tabacum, 

and Cinchona robusta  wer e obtaine d  fro m th e Departmen t  o f  Plan t   Molecula r 

Biology ,  Leide n University . 

The  cel l   cultur e o f  C. roseus  grow n i n suspensio n fo r   mor e  tha n  5 

years ,  wa s originall y  initiate d  fro m seeds .  I t  i s  commonl y use d withi n ou r 

researc h  grou p a s a  mode l  syste m t o stud y growt h kinetic s o f  plan t   cell s 

i n suspensio n culture . 

The cel l  cultur e o f  N. tabacum,  grow n i n suspensio n  fo r  mor e tha n  1 0 

years ,   wa s  originall y  initiate d  fro m lea f   tissue .   I t  i s   commonl y  use d 

withi n  ou r   researc h grou p a s a '  mode l  syste m t o stud y  th e  influenc e  o f 

plan t  hormone s o n cel l  cycl e an d differentiation ,   an d t o stud y  stochasti c 

model s fo r  populatio n growt h  (d e Gunst ,  1988) . 

The cel l  cultur e o f  C. robusta,  grow n i n suspensio n fo r  1   year ,   wa s 

originall y  initiate d  fro m hypocoty l   tissue .  I t  i s  commonl y use d withi n ou r 

researc h grou p t o stud y th e productio n o f  quinin e an d quinolin e alkaloids , 

and th e inductio n o f  anthraquinon e  productio n b y elicitors . 

The cel l  suspensio n cultur e o f  Tabernaemontana divaricata  wa s  obtaine d 

fro m  th e Cente r  fo r  BioPharmaceutica l   Sciences ,   Divisio n o f   Pharmacog 

nosy ,   Leide n University .   Thi s cel l  culture ,  grow n i n suspensio n fo r  mor e 

tha n  3  year s wa s originall y  initiate d  fro m lea f   tissue .   I t   i s   commonl y 

use d withi n ou r  researc h grou p a s a  mode l  syste m t o stud y variou s  aspect s 

of  secondar y metabolis m  (va n de r  Heijden ,   1989) . 

Maintenance of cell cultures 

Al l   fou r  cel l  line s wer e culture d i n 100 0 ml  erlenmeye r   flask s i n  th e 

dar k a t  25°C ,   an d shake n a t  10 0 rp m o n a n orbita l  shaker .  Th e flask s wer e 
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close d wit h th e cutof f  uppe r  half s o f  silicon e foa m stopper s  (mode l   T42 , 

Shi n Etsu ,   Tokyo ,   Japan) .  Wate r  fo r  mediu m preparatio n wa s demineralize d 

by  ionexchang e an d subsequentl y  purifie d b y a  MilliQU F wate r   purifica 

tio n syste m  (Millipore ,   Bedford ,   USA) .  Growt h medi a wer e sterilize d  b y 

autoclavin g a t  121°C ,  1  ba r  overpressure ,  fo r  2 0 minutes .  Mediu m p H prio r 

t o sterilizatio n wa s 6.0 . 

The cel l   lin e o f zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA C. roseus  wa s grow n o n L S growt h mediu m  (Linsmaie r  an d 

Skoog ,  1965 )  supplemente d wit h 3 0 g*l _ 1 glucose ,  2. 0 mg*l _ 1  onaphthalene 

aceti c aci d  (NAA) ,  an d 0. 2 mg*l _ 1  kinetin .  I t  wa s subculture d  ever y 7  day s 

by  inoculatin g  3 5  ml  o f  cel l  suspensio n  int o 16 5 ml   o f   fres h  medium . 

The cel l  lin e o f  AT.  tabacum  wa s grow n o n L S mediu m containin g 3 0 g*l _ 1 

sucrose ,   an d 0.0 5 mg*l _ 1  2,4dichlorophenoxyaceti c  aci d  (2,4D) .   I t   wa s 

subculture d  ever y 7  day s b y inoculatin g 2 0 ml  o f  cel l  suspensio n  int o  18 0 

ml  o f  fres h medium . 

The  cel l   lin e o f  C. robusta  wa s grow n o n Gamborg' s B 5  growt h  mediu m 

(Gambor g et al.,  1968) ,   containin g 2 0 g*l~ l  sucrose ,  5 0 mg*l _ 1  cysteine 

HC1,   2. 0 mg*l _ 1  2,4D ,  an d 0. 2 mg*l _ 1  kinetin .  I t  wa s subculture d  ever y 7 

day s b y inoculatin g 3 5 ml  o f  cel l  suspensio n  int o 16 5 ml  o f  fres h medium . 

The cel l   lin e o f  T. divaricata  wa s grow n o n MS growt h mediu m  (Murashig e 

and Skoog ,   1965 )  containin g 3 0 g*l~ l  sucrose ,   1. 0 mg*l _ 1  2,4D ,   an d 1. 0 

mg*l _ 1  kinetin .  Initiall y  i t   wa s  subculture d  i n  th e  Cente r   o f  Bio 

Pharmaceutica l   Science s ever y 2 1 day s i n a  200 0 ml  erlenmeye r   flask s  b y 

inoculatin g  20 0 ml  o f  cel l  suspensio n  int o 60 0 ml  fres h  medium .   I n  ou r 

laborator y  th e cel l   lin e wa s subculture d  i n 100 0 ml  flask s ever y 1 4  day s 

by inoculatin g 3 5 ml  o f  cel l  suspensio n  int o 16 5 ml  o f  fres h medium . 

Estimation of hydrodynamic stress parameters 

Hydrodynami c  stres s parameter s wer e estimate d a s ha s bee n describe d  i n  zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Chapter 1. 

Batch culture experiments 

Batc h  culturin g o f  th e fou r  cel l   line s wa s carrie d ou t  i n a  3 1 commer 

ciall y availabl e  fermente r   (Applikon ,   Schiedam ,  Th e Netherlands )   equippe d 

wit h  a   sixblade d  Rushto n  impelle r  wit h a  diamete r   o f   4. 5  c m  (blad e 

angle=90°) ,   an d 3  roun d baffle s wit h a  diamete r  o f  1. 4 cm .   Th e fermente r 

experiment s  wer e  performe d i n th e dark ,   a t  25°C .   Th e  sam e  medi a  an d 

inoculatio n  ratio' s wer e use d a s fo r  th e maintenanc e o f  th e cel l   lines . 
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Aeratio n  rat e wa s controlle d b y a  mas s flo w controller ,   an d kep t  o n 4 0 

l*h  1  (25°C ,   1  bar) .  Effluen t  ai r  wa s le d throug h a  condenso r   kep t  a t  4° C 

t o  diminis h  evaporation .   Th e p H o f  th e cultur e wa s monitore d  b y  a   p H 

electrod e i n th e fermenter ,   bu t  no t  controlled .   Foamin g o f  th e  culture s 

was suppresse d b y discontinuou s additio n o f  a  10 % siliconebase d  antifoa m 

solutio n  (BDH )  t o th e cultures .  Additio n  rat e wa s dependan t  o n th e foamin g 

characteristic s  o f   th e  culture s  (=1 5 ml   pe r   day ,   tim e  interva l   o f 

additio n 3 0 minutes) . 

Samplin g  o f  th e cultur e wa s performe d b y asepti c withdrawa l  o f   =5 0 ml 

of  suspensio n  throug h a  samplin g pip e wit h a n interna l   diamete r  o f  1. 0 cm . 

Sample s  wer e  use d t o determin e biomas s  dryweigh t   concentration ,   cel l 

number ,  an d th e concentration s o f  severa l  mediu m components . 

Experiment s  wer e carrie d ou t  a t  agitatio n speed s o f  4. 2 an d  16. 7 s _ 1 , 

an additiona l  experimen t  wit hzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA T. divaricata  wa s carrie d ou t  a t  10. 0 s~l . 

Experiment s  a t  10. 0 an d 16. 7 s  1 wer e starte d a t  4. 2 s _ 1 .   Afte r   2   day s 

agitatio n wa s se t  a t  th e fina l  speed . 

Starvation experiment 

Thi s experimen t  wa s performe d  i n a  15 1 commerciall y  availabl e  fermen 

te r   (Applikon ,   Schiedam ,   Th e  Netherlands )  equippe d wit h  a   sixblade d 

turbin e  impelle r  wit h a  diamete r  o f  7. 0 c m (blad e angle=90°) ,   an d 3   fla t 

baffle s wit h a  blad e widt h o f  3. 0 cm .   A  volum e o f  100 0 ml  o f  1 4 day s  ol d 

N. tabacum  pregrow n i n shak e flask s wa s inoculate d  int o 1 0 1  L S  mediu m 

withou t  carbo n an d nitroge n sources .  Initia l  agitatio n  spee d wa s 10. 0 s * , 

afte r   1 1  day s  i t   wa s increase d t o  16. 7  s~l .   Othe r   condition s  wer e 

identica l  a s fo r  th e batc h cultur e experiments . 

Analytical procedures 

Dry biomas s concentratio n wa s determine d  i n duplicat e b y filterin g  2  x 

10. 0  ml   o f  cel l  suspensio n o n a  preweighte d 4 7 mm  glas s  fibr e  filte r 

(Typ e  A/E ,   Gelma n Scienc e Inc. ,   An n Arbor ,   USA) .  Filtere d  cell s  wer e 

washed  twic e wit h dem i  wate r  an d subsequentl y drie d a t  70° C fo r  2 4 hours . 

For  determinatio n o f  cel l  numbe r  2. 5 ml  suspensio n cultur e wa s  macera 

te d  wit h  5   ml  12 % CrC> 3 solutio n i n a   centrifug e  tube .   Afte r   2   day s 

incubatio n  a t  roo m temperatur e cell s wer e pellete d b y  centrifugatio n  a t 

3000 rp m fo r  2 5 min .   Th e cellula r  pelle t  wa s resuspende d  i n water ,  fina l 

volum e  wa s 2. 5 ml .   Remainin g cel l  aggregate s wer e separate d  b y  severa l 
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passage s  throug h a  hypoderma l   syringe .   Sample s wer e dilute d  wit h  wate r 

unti l  a  concentratio n o f  =5010 0 cell s pe r  2 0 p i  wa s attained .   Fro m  eac h 

dilute d solutio n 1 0 sample s o f  2 0 p i  wer e counte d usin g a  ligh t   microsco 

pe .   Th e  cel l   densit y  i n  th e fermente r  a t  a   certai n  tim e  poin t   wa s 

estimate d b y th e mea n o f  1 0 counts . 

Cel l   fre e  mediu m  wa s obtaine d b y centrifugin g 2  x  10. 0  ml   o f   cel l 

suspensio n  i n a  tabl e centrifug e a t  300 0 rp m fo r  5  minutes . 

Glucos e concentratio n  i n cel l   fre e mediu m wa s determine d  eithe r  wit h a n 

enzymati c  glucos e  analyse r   (mode l  27 ,   Yello w Spring s  Instrument s  Co. , 

Yello w  Springs ,   USA)  o r  togethe r  wit h sucros e an d fructos e usin g a   hig h 

performanc e  liqui d chromatograph y  (HPLC )  syste m  (Water s Associate s  Inc. , 

Milford ,   USA) .  I n th e latte r  cas e a n HPX 87 P colum n  (BioRad )  wa s  used . 

It s  temperatur e wa s controlle d a t  85°C .  Th e eluen t  wa s pyrogenefre e  wate r 

(MilliQUF ,  Millipore) ;   flo w rat e wa s 0. 6 ml*min" 1. 

Tota l   organic   carbon   (TO O concentratio n  i n  cellfre e  mediu m  wa s 

determine d  wit h a  TOC analyse r   (mode l  Toco r  2 ,   Maiha k AG,   Hamburg ,  FRG) . 

Protei n  concentratio n i n cel l   fre e mediu m wa s determine d  colorimetri 

call y b y a  modifie d  FolinCiocaltea u metho d  (Herber t zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et al.,  1971) .   Th e 

protei n concentratio n  i s  give n wit h respec t  t o albumin e protein . 

Cel l   viabilit y  wa s determine d b y fluorescei n  diacetat e  (FDA )   vita l 

stainin g  (Widholm ,   1972) . 

To determin e carbo n dioxid e productio n  rat e  (rCC^ )  an d oxyge n  consump 

tio n  rat e  (rC^ )   th e carbo n dioxid e an d oxyge n concentratio n o f   effluen t 

ai r   wer e  measure d  wit h a n infrare d  C02analyse r   (mode l   864 ,   Beekma n 

Instrument s  Inc ,   Fullerton ,  USA)  an d a  doubl e channe l  paramagneti c oxyge n 

analyse r   (Taylo r  Servome x Ltd ,  Crowborough ,   UK) . 

Results 

Calculation of hydrodynamic stress parameters 

I n Chapter 1 th e numerica l  assessmen t  o f  hydrodynami c  stres s parameter s 

has bee n described .   I t  ha s als o bee n pointe d ou t  tha t   interactio n  betwee n 

th e  smalles t   eddie s an d th e cells ,   cellcel l   collisions ,   cellimpelle r 

collisions ,  an d hig h  level s o f  shearstres s o n th e surfac e o f  th e impelle r 

blade s  ar e mos t   likel y t o inflic t  damag e o n th e cells .   Th e impelle r   ti p 

spee d  (v^) ,   an d th e powe r   inpu t   (P/V )  wer e calculate d  fo r  variou s  agita 

tio n speed s  (N )  applie d i n thi s stud y  togethe r  wit h th e edd y siz e d e,   th e 
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celltocel l   collisio n energ y an d frequenc y EC CC  an d NC C C,   th e  cellto 

impelle r  energ y an d frequenc y EC c j  an d NC c j ,   an d  th e turbulen t   an d  lamina r 

shea r  stres s T WJ an d t wt zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (Table 3.1). 

Table 3.1. Calculatio n  o f   hydrodynami c  stres s  parameter s  fo r   a   3 1 

(workin g volum e = 2  1 )  an d a  15 1  (workin g volum e =  1 1 1 )   turbinestirre d 

fermente r   a t  variou s agitatio n speed s  (N) .   mediu m kinemati c viscosit y  = 

1*10" 6  m" 2 *s  1 

bioreacto r   3 1  fermente r   |   15 1  fermente r 

impelle r  diamete r   [m ]   0.04 5  |   0.0 7 

volumefractio n biomas s  [ ]   0. 1  |   0.0 5 

cel l   (aggregate )  diamete r   [m ]   1*10  4  |   5*10  5 

N  [s _1 ]   4. 2  10. 0  16. 7  |   1 0  16. 7 

reactor parameters 

Vi   [n^s 1 ]   0.5 9  1.4 1  2.3 6  |   2.2 0  3.6 7 

P/ V  [W*m~ 3]   3 3  46 0  210 0  |   76 0  350 0 

hydrodynamic stress parameters  | 

de  [m ]   7*10  5  4*10  5  3*10" 5  |   3*10  5  2*10  5 

Ec c  [J ]   1*10 1 3  4*10" 13  8*10 1 3  |   6*10 1 4  13*10  1 4 

Ecc /M c  [J/kg ]   2*10  4  7*10~ 4  15*10" 4  |   9*10~ 4  19*10  4 

NCCC  [s' 1]   7   1 4  2 0  |   1 6  2 3 

Ec i   [J ]   9*10 1 1  5 4 * 1 0 _ u  150*10~ n  |   20*10 1 1  50*10~" n 

Eci /M c  [J/kg ]   0. 2  1   3   |   2   7 

NCc i   [s _1 ]   3*10~ 3  7*10  3  10*10" 3  |   16*10  3  26*10~ 3 

t wl   [N*nT 2]   1 3  4 8  81 3  |   62 4  134 0 

Twt   [N*nT 2]   1 2  81 0  192 5  |   152 6  386 4 

I n th e calculation s a  mediu m kinemati c viscosit y  o f  1*10" °  m 2 *s~ l   an d 

a  mea n cel l  aggregat e diamete r  o f  1*10~ 4 m wer e assume d  fo r   al l   experi 

ments .   Togethe r   wit h  a   volumefractio n biomas s o f  0. 1  fo r   th e  batc h 

cultur e  experiment s  thi s represent s condition s likel y t o  occu r   a t   th e 
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star t  an d durin g th e firs t  fou r  days .   However ,   bot h mediu m viscosit y an d 

biomas s  volumefractio n  increase d  considerabl y durin g th e  batc h  culture ' 

experiments .   I n th e starvatio n experimen t  th e volumefractio n biomas s ap 

peare d t o b e 0.0 5 throughout . 

Batch culture experiments 

For   larg e scal e cultivatio n  impelle r  ti p speed s i n exces s o f   2  m*s _ 1 

ar e  neede d fo r  efficien t  dispersio n o f  ai r  int o th e liquid   phas e  (va n  ' t 

Riet ,   1975) .   Therefor e  thi s spee d wa s chose n a s a  maximu m fo r   ou r   3 1 

batc h  cultur e experiments .   A  ti p spee d o f  2  m*s~ l  correspond s  wit h  a n 

agitatio n spee d o f  abou t  100 0 rp m (16. 7 s _1 )  o n a  3 1 scale .  Fo r  lowshea r 

experiment s  25 0  rp m  (4. 2  s  ! )  wa s  chosen .   A t   thi s  agitatio n  spee d 

hydrodynami c  stres s i s  moderate ,   an d oxyge n transfe r  capacit y i s   suffi 

cien t  t o avoi d oxyge n  limite d growt h o f  th e cultures . 

Durin g th e las t  thre e year s cultivatio n o f  C. roseus  i n 3 1 an d  15 1 

fermenter s  a t  a n agitatio n spee d o f  4. 2 s" 1 ha s becom e a   routin e  withi n 

our  researc h group .   Bot h T. divaricata  an d C. robusta  were ,  a s fa r  a s w e 

know,  neve r  grow n befor e i n a  stirre d bioreactor . 

Catharanthus roseus 

The  result s  o f   batc h culture s o f  C. roseus  i n a   3 1  fermente r   a t 

agitationspeed s o f  4. 2 an d 16. 7 s~ l  ar e show n i n Figure 3.1A. 

There   wa s  n o differenc e i n growt h characteristic s betwee n  a   cultur e 

grow n a t  4. 2 an d 16. 7 s  * ,   als o th e tim e cours e o f  CC>2productio n an d 03 

consumptio n  rat e wer e nearl y  identica l   (result s no t  shown) .   I n orde r   t o 

asses s th e damagin g effec t  o f  hydrodynami c stres s a t  4. 2 an d 16. 7 s _ 1  th e 

releas e o f  organi c carbo n t o th e mediu m  (TOC )  wa s followe d (Figure 3.IB). 

I n  th e  experimen t  a t  16. 7 s" *  th e TOC concentratio n  increase d  linearl y 

fro m  5 0  afte r   7  day s t o 10 0 mCmol*l _1 afte r  1 3  day s  (On e  Cmol e  i s 

define d a s th e amoun t  containin g on e mol e o f  th e elemen t  carbon) .   I n  th e 

experimen t  a t  4. 2 s" 1 TOC ros e fro m 3 2 afte r  8  day s t o 9 4 mCmol*l _1 afte r 

13 days .  Sinc e bot h culture s yielde d nearl y equa l  amount s o f  TOC i t  ca n b e 

conclude d  tha t  th e releas e o f  organi c carbo n  int o th e mediu m ca n  no t   b e 

attribute d t o effect s o f  a  hig h hydrodynami c  load .  Besides ,  releas e o f  TOC 

originatin g  fro m  cel l  disruptio n woul d b e accompanie d b y  a   substantia l 

decreas e i n biomas s dryweigh t  concentration . 
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Figure 3.1A.B.zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Growt h b y a zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA C. roseus  suspensio n cultur e i n a  3 1 fermente r 

stirre d wit h a  4. 5 c m turbin e impelle r  a t  agitatio n speed s o f  4. 2 an d 16. 7 

s" 1.   A .   biomas s dryweight ;   glucos e  [g*l _1 ] .   B .   organi c carbo n carbo n 

release d int o mediu m (TO O  [mCmol*l _1] . 

(D )  4. 2 s 1 ;  (+ )  16. 7 s" 1 

As  ca n b e see n i n Figure 3.1A  th e cours e o f  thi s paramete r   i s  nearl y 

identica l   i n  bot h experiments .   Th e releas e o f  organi c carbo n  int o  th e 

mediu m i s presumabl y du e t o excretio n o f  polysaccharide s involve d i n  cel l 

wal l  metabolis m  (Takeuch i  an d Komamine ,  1980) . 
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Nicotiana tabacum 

The  results  of an experiment at an agitation speed of  16.7  s"1  are 

presented inzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Figure 3.2. 
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Figure 3.2. Growth by a N. tabacum suspension culture in a 31  fermenter 

stirred with a 4.5 cm turbine impeller at an agitation speed of 16.7 s_1. 

(D) biomass dryweight; (+) sucrose; (O) glucose; 

(A) fructose; (X) total sugars [g*l_1] 

Cell  number increased from 2*108 l1 after inoculation  to  15*108 l"1 

after 7 days. From that time point cell number remained constant. Recently 

N. tabacum was grown in a 31 fermenter at a low agitation speed (2.5 s"1) 

by de Gunst (1988).  This experiment,  initially performed to test a model 

for  plant  cell population growth,  is used in this  study  as  reference 

experiment.  There  was no apparent difference in  growth  characteristics 

between a culture at 2.5 and 16.7 s* (Figure 3.3). 

The  supernatants  of  the  samples from day  6  on  were  increasingly 

viscous,  probably  due  to polysaccharides.  This was observed  for  both 

cultures.  The concentration of organic carbon in the cellfree medium  of 

both cultures was =150 mCmol*l_1 after 8 days. We think this carbon to be 

attributed  to  the  synthesis and  subsequent  release  of  extracellular 

polysaccharides into the medium, as was also observed with C. roseus. 
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Figur e 3.3 .  Growt h b y a zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA N. tabacum  suspensio n cultur e i n a  3 1  fermente r 

stirre d wit h a  4. 5 c m turbin e  impelle r  a t  agitatio n speed s o f  2. 5 an d 16. 7 

s  1 .   cel l  numbe r   [ 1 _ 1 ] ;   tota l  sugar s  [g*l _1 ] .   (D )  2. 5 s" 1;  (  +  )  16. 7 s" 1 

Cinchona robusta 

The growt h an d suga r  uptak e b y a  C. robusta  cultur e grow n a t  agitatio n 

speed s o f  4. 2 an d 16. 7 s _ 1 ar e show n i n Figure 3.4.  A t  a n agitatio n spee d 

of   4. 2 s  1 growt h wa s slow ,   biomas s dryweigh t   concentratio n  increase d 

fro m 1  t o 5  g*l _ 1 afte r  7  day s  {.Figure 3.4A),   cel l  numbe r   increase d  fro m 

3*10 8 t o 22*10 8 1 _ 1 (result s no t  shown) .   Afte r  8  day s th e experimen t   wa s 

stoppe d  becaus e a  beginnin g o f  infection .   Th e cultur e grow n a t  16. 7  s _ 1 

showed hardl y an y growth ,   biomas s dryweigh t  concentratio n  increase d  fro m 

3 t o 4  g*l _ 1 afte r  1 1 days ,   cel l  numbe r  remaine d 4*10 8 l" 1 throughou t  th e 

experiment .   Th e (^consumptio n rat e  (r02 >  followe d  th e growt h  patter n  o f 

th e cultures .  A t  4. 2 s _ 1 r0 2 increase d progressivel y  afte r   inoculation ,  a t 

16. 7 s _ 1 r0 2 wa s muc h lower ,  an d decrease d  fro m da y 4  o n {Figure 3.4B). 

To  asses s th e damagin g o f  th e cells ,   th e amount s o f  protei n  release d 

int o  th e  mediu m  wer e determined .   Th e protei n i n  th e  mediu m  probabl y 

originate d  fro m  damage d cell s tha t  release d  thei r  cel l   conten t   throug h 

rupture s o f  th e cel l  wall .   Becaus e protei n concentratio n wil l  b e  propor 

tiona l   t o th e biomas s concentratio n on e shoul d compar e  specifi c   protei n 

concentration s  (protei n concentratio n divide d b y th e  biomas s  dryweigh t 

concentration) . 
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Figur e 3.4A.B .  Growt h b y a zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA C. robusta  suspensio n cultur e i n a  3 1 fermen 

te r  stirre d wit h a  4. 5 c m turbin e impelle r  a t  agitatio n speed s o f  4. 2  an d 

16. 1 s" 1. 

A.   biomas s dryweight ;  tota l  sugar s  [g*l _1 ] .  B .  (̂ consumptio n rat e (r02 > 

[mmol*l" 1*h" 1] .  (D )  4. 2 s" 1  (  +  )  16. 7 s" 1 

Result s ar e show n i n Figure 3.5.  I t  wa s no t  possibl e t o determin e  th e 

concentratio n o f  release d carbo n wit h sufficien t  accurac y du e t o th e  hig h 

backgroun d  o f   sugar s i n th e medium .   Fro m thi s figur e i t  i s   clea r   tha t 

protei n  releas e a t  16. 7 s" 1 wa s elevate d wit h respec t  t o 4. 2  s" 1.   Afte r 

about  4  day s thi s increas e correlate d wit h oxyge n uptak e an d growth . 
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Figur e 3.5 .  Specifi c   protei n  concentratio n i n cel l  fre e mediu m b y  a  C. 

robusta  suspensio n cultur e grow n i n a  3 1 fermente r  stirre d wit h a  turbin e 

impelle r  a t  agitatio n speed s o f  4. 2 an d 16. 7 s~l . 

(□ )  4. 2 s _ 1  (  +  )  16. 7 s _ 1 

Tabernaemontana divaricata 

The growt h pattern s o f  a  T. divaricata  cultur e grow n i n a  fermente r  a t 

agitatio n speed s o f  4.2 ,  10.0 ,  an d 16. 7 s _ 1 ar e presente d i n Figure 3.6. 

At   lo w  agitatio n spee d growt h appeare d no t  impaire d  b y  hydrodynami c 

stress .   Biomas s  dryweigh t   concentratio n increase d fro m 3  t o  1 8  g*l~ l 

afte r   1 0 day s  (Figure 3.6A).  A t  10. 0 an d 16. 7 s _ 1 ther e wa s  hardl y  an y 

growt h  an d suga r  uptake .   Determinatio n o f  (̂ consumptio n rat e  reflecte d 

thi s differenc e i n growt h behaviou r  (Figure 3.6B).  Impaire d growt h a t  hig h 

agitatio n  speed s resulte d i n a  ver y lo w rC>2 .   notabl y a t   16. 7  s" 1.   Th e 

(specific )  concentratio n o f  release d protei n wa s elevate d a t  10. 0 an d 16. 7 

s*   wit h respec t  t o 4. 2 s~ l  (Figure 3.7). 
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Figur e 3.6A.B .  Growt h  b y  a zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA T. divaricata  suspensio n cultur e  i n  a   3 1 

fermente r   stirre d wit h a  4. 5 c m turbin e impelle r  a t  agitatio n  speed s  o f 

4.2 ,  10.0 ,  an d 16. 7 s" 1. 

A.   biomas s dryweight ;  tota l  sugar s  [g*l _1] .  B .  02consumptio n rat e (r0 2) 

[mmo!*! 1 *»!" 1]. .  (D )  4. 2 s" 1;  (  +  )  10. 0 s" 1;  (O )  16. 7 s  1 
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Figure 3.7. Specific  protein  concentration in cell free medium of  azyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA T. 

divaricata  suspension culture grown in a 31 fermenter stirred with a  4.5 

cm turbine impeller at agitation speeds of 4.2, 10.0, and 16.7 s*. 

(D) 4.2 s1; ( + ) 10.0 s"1; (O) 16.7 s"1 

Nutrient starvation experiment 

In  order  to  study  whether nutrient  starved  cells  are  much  more 

susceptible to hydrodynamic stress,  an experiment was performed in  which 

N. tabacum  was kept on LS medium without carbon and nitrogen  source.  It 

was  to be expected that exposing a cell population weakened  by  nutrient 

starvation  to hydrodynamic stress would result in rapid cell  disruption. 

To allow withdrawal of large samples this experiment was conducted in a 

151 fermenter instead of a 31 fermenter.  Agitation speed (10.0 s"1) was 

in  accordance  with the maximum tip speed used in batch  culture  experi

ments.  To attain a comparable power input agitation speed was  eventually 

raised to 16.7 s _ 1. 

The time course of the biomass dryweight concentration of a starved N. 

tabacum  cell suspension kept in a 151 fermenter stirred with  a  turbine 

impeller is shown in Figure 3.8. 

The dryweight concentration decreased only slightly with  time,  after 

10  days decrease was more rapidly,  indicating the start of massive  cell 

disruption.  To  confirm  this finding the TOC concentration  and  protein 

release were determined during this experiment (Figure 3.9). 
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Figure 3.8.zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Effec t   o f   hydrodynami c stres s o n  a zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA N. tabacum  suspensio n 

cultur e  kep t   unde r  nutrien t  starvatio n condition s i n  a   15 1  fermente r 

stirre d wit h a  7. 0 c m turbin e  impeller .   Initia l  agitatio n spee d wa s 10. 0 

s _ 1 ,   afte r  1 1 day s  (arro w i n figure )  agitatio n wa s increase d t o 16. 7 s _ 1 . 

( D )  biomassdr y weight   [g*l _1] 
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Figure 3.9. Organi c  carbo n concentratio n an d specifi c  protei n  concentra 

tio n  i n cel l  fre e mediu m o f  a  N. tabacum  suspensio n cultur e  kep t   unde r 

nutrien t   starvatio n  condition s i n a  15 1 fermente r  stirre d wit h a   7   c m 

turbin e  impeller .   Initia l  agitatio n spee d  wa s 10. 0 s _ 1 ,   afte r  1 1  day s 

(arro w i n figure )  agitatio n wa s increase d t o 16. 7 s  1 . 

( □ )  organi c carbo n  [mCmol*! 1 ] ;   (+ )  specifi c  protei n  [g*l _1/gDW*l _1] 
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Afte r   th e star t  o f   th e experimen t  TOC fel l  sharpl y presumabl y  du e  t o 

th e  consumptio n  o f   th e  las t  trace s o f   carbohydrate s  presen t   i n  th e 

inoculu mzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA (Figure 3.9).  Fro m da y 3  o n respiratio n coul d no t   b e  measure d 

(result s  no t   shown) ,   indicatin g a  cessatio n o f   th e  metabolis m  o f   th e 

culture .   Fro m  da y 3  t o da y 1 1 TOC remaine d constant .   Afte r  1 1 day s  th e 

agitatio n  spee d  wa s  increase d stepwis e  fro m 10. 0  t o  16. 7  s _ 1 .   Thi s 

resulte d  i n a  shar p increas e o f  TOC fro m 8  t o 2 4 mCmol*l"' /   probabl y du e 

t o  releas e o f  cel l  content .   However ,   increas e o f  TOC wa s followe d b y  a 

shar p  declin e  (da y 1 2 t o 14) .   We coul d explai n  thi s findin g b y  assumin g 

tha t   th e carbo n release d b y  th e cell s wa s consume d b y th e cell s  tha t   ha d 

survive d  th e unfavourabl e condition s  i n th e fermenter .  Indeed ,  a  viabilit y 

tes t   (FD A vita l  staining )  performe d afte r  1 4 day s reveale d  tha t   =20 %  o f 

th e cel l  populatio n wa s intact . 

Ther e wa s a  stead y  increas e o f   th e amoun t  o f  protei n release d  int o  th e 

mediu m (Figure 3.9).  Fro m thi s observatio n  i t  ca n b e conclude d  tha t   cel l 

disruptio n  occurred .   When  th e result s o f  TOC an d  protei n  releas e  ar e 

compare d  i t   i s   obviou s  tha t  onl y  th e  latte r   i s   suitabl e  a s  damag e 

indicator . 

Discussio nzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA and  conclusion s 

The  experiment s sho w a  variatio n  i n th e shearsensitivit y  o f   th e  fou r 

cel l  lines .   Bot h C. roseus  an d N. tabacum  ar e shearresistan t  unde r  th e 

condition s applie d  i n th e experiments .  T. divaricata  an d C. robusta  sho w 

impaire d  growt h  a t   agitatio n  speed s i n exces s  o f   4. 2  s  * ,   an d  ca n 

therefor e b e considere d shearsensitive .   A  smal l   fractio n o f  starve d N. 

tabacum  cell s wer e abl e t o endur e hig h hydrodynami c  load s durin g 1 4  days . 

Thes e cell s wer e probabl y abl e t o surviv e b y metabolizin g  th e remnant s  o f 

th e fragmente d cells . 

Fiv e  cultura l   parameter s  wer e  measure d  t o  asses s  th e  effect s  o f 

hydrodynami c  stres s o n th e cel l   lines ,   namel y growt h  rate ,   respiratio n 

rate ,   releas e o f  organi c carbo n an d protein ,   an d viabilit y  (Table 3.2). 

Fro m  th e experiment s  i t  i s  clea r  tha t  releas e o f  organi c carbo n  ca n  no t 

serv e  a s a  suitabl e  indicato r  o f  damag e b y hydrodynami c stress .   Bot h C. 

roseus  an d N. tabacum  release d substantia l  amount s o f   organi c  carbon , 

althoug h  the y appeare d  t o b e sheartolerant . 
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TablezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 3.2 .  Summary o f  batc h cultur e experiment s wit h  fou r  cel l  line s i n  a 

3 1  fermente r  stirre d wit h a  4. 5 c m turbin e impelle r  a t  variou s  agitatio n 

speeds .   Th e  specifi c  growt h  rat e u   (base d o n  biomas s  dryweight) ,   th e 

maximum  oxyge n consumptio n rat e r02 ,   th e releas e o f  organi c  carbo n  an d 

protein ,   an d  th e remainin g viabilit y  (FD A vita l  staining )  a t   comparabl e 

time s ar e given . 

c e l l  l i n e 

C. roseus 

N. tabacum 

C. robust a 

T. divaricata 

N 

[s" 1 ] 

4.2 

16.7 

2.1 

16.7 

4.2* 

16.7 

4.2 

10.0 

16.7 

u 

DT1]  I 

0.014 

0.014 

0.023+ 

0.017+ 

0.012* 

=0 

0.010 

=0 

=0 

rC>2  (max) 

[mmol*l"1*h"1] 

3.5 

3.5 

2.8 

3.6 

0.9* 

0.8 

3.2 

0.6 

0.6 

organic  C 

[mCmol*l_1] 

94 

100 

150 

150 

ND* 

ND 

36 

ND 

ND 

prote in 

[g*gl] 

ND 

ND 

ND 

ND 

0.007* 

0.008 

0.006 

0.022 

0.031 

v i a b i l i t y 

[%] 

80 

80 

80 

70 

ND* 

30 

60 

50 

50 

Experimen t  stoppe d prematurel y  (beginnin g o f  infection ) 

+ Base d o n cel l  numbe r 

ND =  no t  determined/determinabl e 

Furthe r  analysi s o f  mediu m sample s o f  th e batc h culture s o f  C. roseus 

reveale d  tha t  the y containe d a  polysaccharid e consistin g o f  arabinos e  an d 

galactose .  Presumabl y  thi s polysaccharid e  (by)produc t  play s a  rol e i n cel l 

wal l  turnove r   (Takeuch i  an d Komamine ,  1980) .  JV .  tabacum  possibl y synthesi 

zed polysaccharide s a s a   (by)produc t  i n th e stationar y phas e du e t o exces s 

carbon .  Wit h T. divaricata  th e level s o f  thre e cultura l  parameter s wer e i n 

accordanc e  wit h  eac h other ,   ba d growt h wa s accompanie d  b y  lo w  and/o r 

declinin g  respiratio n rate ,   an d releas e o f  protein .  Viabilit y  assesse d b y 

FDA vita l  stainin g prove d t o b e a n unreliabl e indicato r  i n th e experiment s 

wit h T. divaricata {Table 3.2). 

The  differenc e  i n sheartoleranc e betwee n th e cel l   line s  canno t   b e 

explaine d  fro m th e experimenta l  data .   However ,   i t  i s  possibl e tha t   thi s 
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finding  has  a trivial explanation.  It has been  hypothesized  that  the 

sheartolerance  of  a  cell  line may be  correlated  to  the  number  of 

subcultivations after initiation,  in the sense that prolonged  subcultiva

tion  would  result  in cells with better growth  performance  and  shear

resistance  (ScraggzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et al.,  1988).  Both the C. roseus  and N. tabacum  cell 

lines were maintained during several years as relatively fast growing  and 

stable lines under a constant subcultivation regime.  On the contrary,  the 

C. robusta  cell line was initiated  recently.  Its growth behaviour during 

subcultivation appeared to be unstable.  Although the T. divaricata  cell 

line was not initiated  recently,  it has been kept  for three years under a 

subcultivation  regime optimized  for secondary metabolite  production,  but 

unfavourable for growth  (van der Heijden,  personal communication). In our 

lab  we  attempted  to improve the subcultivation regime,  but we  did  not 

accomplish  in obtaining a cell line with stable  growth  characteristics. 

Therefore  we are of the opinion that the difference in  shearsensitivity 

can very well be explained by the difference in stability of  the four cell 

lines.  Besides  we  think that eventually every cell line  of  which  the 

growth  can  be  optimized  by subcultivation will  appear  to  be  shear

tolerant. 

Interestingly,  the order of sheartolerance of the four cell lines  is 

identical  to the order of ease with which they can be cryopreserved  (van 

Iren,  personal communication). Therefore, it is likely that both findings 

have  a  common explanation.  To endure a high hydrodynamic  load  and  the 

burden  of cryopreservation  a plant cell should have a tough and  flexible 

cell wall and cell membrane. Besides, the cell should have a high capacity 

to repair lesions and ruptures in wall and membrane.  Both properties  are 

presumably present in the cell lines of C. roseus  and If.  tabacum  we  are 

keeping in our project group.  To understand  the circumstances  that govern 

the  shear  and cryogenic tolerance of a plant cell  much  more  research 

should  be  focused on the buildup and properties of cell wall  and  cell 

membrane. 
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Introduction 

For  large  scale  cultivation  of plant  cells  the  use  of  classical 

mechanically  stirred  bioreactors should be,  from an economic  point  of 

view,  the most attractive option.  Today,  this type of  reactor,  ranging 

from  several  litres  up to volumes of 500,000 1,  is  commonly  used  in 

microbial  fermentation  processes for its relatively high  reliability  and 

simplicity.  However, in an impellerstirred  reactor high levels of hydro

dynamic  stress  ('shearstress') are generated  which can  lead  to  cell 

damage and eventually  cell death. 

In  some  papers the negative effects of hydrodynamic  stress  on  cell 

growth  and  production  of  secondary  metabolites  have  been  reported 

(Wagner and  Vogelmann,  1977; Tanaka,  1987),  which  has led to  a  common 

opinion  among  workers  in this field that plant cells  are  intrinsically 

shearsensitive.,  This  property  is often explained  by stating  that  they 

possess a rigid cellulosic cell wall and have a relative  large cell volume 

compared  to microorganism  (Mandels,  1972).  Moreover,  this opinion  has 

given  rise  to  the  development of  a  range  of  alternative  lowshear 

bioreactors  for  the cultivation of plant  cells  (HegglinzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et al.,  1987; 

Hulst  et al.,  1987;  Soule  et al.,  1987;  Tanaka,  1987).  In general  low

shear  bioreactors  perform  well at  small  sizes.  For  industrial  use, 

however,  scaleup is needed.  In most cases little knowledge is available 

on scaleup of this kind of bioreactors,  so expensive research  is  needed 

to gain  this knowledge. Therefore one should  carefully  investigate  whether 

a cell line is indeed  shearsensitive  in order to make a justified  choice 

of  reactor. 

Until  now  most experiments  to assess the shearsensitivity  of  plant 

cells have been performed  in shear devices in which cells were exposed  for 

relatively  short  periods of time  (Chapter 2).  In this chapter  experiments 

are  described  in which cells are exposed  to high hydrodynamic  loads  for 

long periods of time in a turbinestirred  chemostat. A continuous culture, 

and a chemostat  in particular,  are very versatile  tools to determine  the 

influence of hydrodynamic  stress on plant cells: 

(1) Loss  of cell viability by cell damage or cell death is  unambiguously 

reflected  by decline of growth  rate or washout  of  the cell population. 

(2) A  cell  population  can be exposed  to hydrodynamic  stress  for  long 

periods of time under steadystate  conditions. 
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(3 )  Selectio n o f  sheartoleran t   cell s ca n b e performe d b y imposin g  slowl y 

increasin g hydrodynami c stres s o n th e cel l  population . 

Thi s  chapte r  describe s th e cultivatio n o f  a zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Catharantbus roseus  cel l 

suspensio n i n a  3 1 chemostat .  Hydrodynami c  stres s wa s generate d b y mixin g 

wit h a  sixblade d  turbin e impeller .   Thi s typ e o f  impelle r  ha s bee n chose n 

becaus e  i t   generate s b y it s  shap e hig h level s  o f   hydrodynami c  stress . 

Therefor e i t  represent s a  wors t  cas e situation .   I n a  preliminar y  experi 

ment  a  C. roseus  cel l  suspensio n wa s cultivate d fo r  8 0 day s i n a  chemosta t 

i n whic h th e agitatio n spee d an d dilutio n  rat e wer e increase d stepwise . 

I n  tw o consecutiv e experiment s steadystat e growt h wa s obtaine d a t   a n 

agitatio n  spee d o f  16. 7 s _ 1 an d dilutio n  rate s o f  0.005 6 an d  0.011 5  h" 1 

fo r   severa l   reacto r  residenc e times .   Result s ar e compare d  wit h  result s 

fro m  analogou s experiment s performe d a t  th e sam e dilutio n  rates ,   bu t   a t 

much lowe r  agitatio n speeds . 

Material szyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA and methods 

Cell culture 

The  cel l  suspensio n cultur e o f  Catharanthus roseus  wa s  obtaine d  fro m 

th e Departmen t  o f  Plan t  Molecula r  Biology ,   Leide n University .  Thi s cultu 

re ,   grow n i n suspensio n fo r  mor e tha n 4  years ,   wa s originall y  initiate d 

fro m seeds .  Th e stoc k cel l  lin e wa s use d t o inoculat e chemostats. 

Culture medium 

The  stoc k  cel l   lin e o f  C. roseus  wa s grow n  o n  L S  growt h  mediu m 

(Linsmaie r   an d Skoog ,   1965 )  containin g 3 0 g*l~ l  glucose ,   2. 0 mg*l _ 1  o 

naphthaleneaceti c  aci d  (NAA) ,   an d 0. 2 mg*l _ 1  kinetin .  Fo r  mediu m prepara 

tio n pyrogen e fre e wate r  produce d b y a  wate r  purificatio n syste m  (MilliQ 

UF,   Millipore ,   Bedford ,   USA)  wa s used .   Th e initia l  mediu m p H wa s  6.0 . 

Sterilizatio n  wa s  carrie d  ou t  b y autoclavin g  a t   121°C ,   1   ba r   over 

pressure ,  fo r  2 0 minutes .  Fo r  chemosta t  experiment s th e glucos e concentra 

tio n i n th e fee d mediu m  wa s 8  g*l~ l  whil e th e p H wa s adjuste d  t o 5.0 .   Th e 

mediu m  wa s  filtersterilize d b y a  0. 2 u m hydrophili c   filte r   (Minidis k 

System ,  Millipore )  an d collecte d i n a  steril e 10 1 glas s vesse l   containin g 

1 ml  silicon e antifoamin g agen t   (BD H Chemical s Ltd. ,   Poole ,  UK )  dissolve d 

i n 10 0 ml  water . 
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Culture conditions 

The  cells  were cultured in 1000 ml Erlenmeyer  flasks in the  dark  at 

25°C,  and  shaken  at 100 rpm on an orbital  shaker.  The  cultures  were 

subcultured  every 14 days by inoculating 35 ml of culture into 165 ml of 

fresh  medium.  The  flasks were closed with the cutoff  upper  halfs  of 

silicone foam stoppers  {model T42, Shin Etsu, Tokyo,  Japan). 

The chemostat  culture was inoculated by transferring 300 ml of a 7 days 

old culture together with 1500 ml of LS medium containing 8 g*l_1  glucose 

into the fermenter.  Dilution with feed medium was started after 3 days of 

batch  cultivation. 

Continuous culture system 

The continuous culture system used is shown inzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Figure 4.1.  It is based 

on a commercially  available 31 fermenter  (Applikon,  Schiedam, The Nether

lands) equipped  with a sixbladed  turbine impeller  (blade angle=90°)  with 

a diameter of 4.5 cm,  and 3 round baffles with a diameter of 1.4 cm. The 

fermenter  has  been specially  modified for the  continuous  culturing  of 

plant cells. 

air outlet 

air Inlet 

nediun vessel 
(IB litre) 

sintered steel  effluent vessel 
sparger  (18 litre) 

Figure 4.1. Schematic  representation of the continuous culture  system. 
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The  culture in the fermenter was aerated by means of a sintered  steel 

sparger at the bottom of the vessel, aeration rate was 40 l*h_1.  Predried 

influent  air passed  through a cotton wool filter and a 0.2 urn  hydrophobe 

membrane  filter  (Millex FG50,  Millipore). Aeration  flow was kept  constant 

by means of a mass flow controller  system  (Brooks Instrument  BV,  Veenen

daal.  The Netherlands).  Effluent  air left  the fermenter  through  a  glass 

condenser  kept at 4°C by a cryostat  (Lauda  Mepgerate,  Lauda,  FRG).  The 

amount  of  water which was lost by evaporation  in spite of the use  of  a 

condenser  was  determined  by leading  the effluent  air  through  a  pre

weighted  silica column. Both dilution  rate and influent glucose  concentra

tion were corrected  for evaporation loss. 

The temperature  in the fermenter was maintained  at 25°C by  circulating 

water  from  a  thermostated  heating bath  (Lauda)  through  the  reactor's 

jacket. 

The  pH of the culture was monitored  continuously  by a sterilizable  pH 

electrode  (Ingold Meptechnik AG,  Urdorf,  Switzerland) and during  contin

uous  culture maintained  at 5.0 with  1 N NaOH by an automatic  pH  control 

system  (Metrohm AG, Herisau,  Switzerland). 

Fresh  medium  was  fed  continuously  to the  culture  by  means  of  a 

peristaltic  pump  (VarioperpexPharmacia  LKB Biotechnology,  Uppsala,  Swe

den) . 

Effluent  was taken discontinuously  from beneath  the fluid surface  with 

a  special  device  which  was developed  and  built  in  our  laboratory's 

workshop.  This device  consisted  of a glass tube  (internal diameter=18  mm) 

mounted  vertically  inside the reactor at the under side of the  lid of  the 

reactor. The glass tube reached  into the suspension  about halfway  between 

the  culture surface and the bottom of the vessel.  This tube contained  a 

smaller  (internal diameter=8 mm) stainless steel tube which passed  through 

the  lid  of  the reactor and was connected  to the effluent  vessel  by  a 

flexible  silicone  tube  (internal diameter=8 mm).  The lower end  of  the 

stainless  steel tube reached exactly to the culture  surface.  The  glass 

tube  was  continuously  emptied by a small flow of sterile air  through  a 

pipe  which passed  through the lid into the reactor and was  connected  to 

the glass  tube insidezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA {Figure 4.2A). 

After a fixed  time interval  the air outlet of the reactor was shut  off 

by  valve 1 while at the same time the pressure inside the glass tube  was 
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Figure 4.2ft,B. Principle of the effluent  removal system. P^=pressure insi

de the headspace of the reactor.  P2=pressure inside the effluent  removal 

tube. P3=pressure inside the headspace of the effluent vessel. 

A. If valve VI is open, and valves V2 and V3 are closed a small air stream 

keeps the effluent  removal tube empty. In this case P2 (=¥$)  exceeds Pj. 

B. When  VI is closed while at the same time V2 and V3  are  opened,  this 

will cause equilibration of P^ with P2, resulting in a rise of the culture 

in the effluent  removal tube.  Because of the aeration of the reactor,  Pj 

(=P2)  will exceed P3,  resulting in withdrawal of all the  culture  fluid 

above the inlet of the effluent  removal tube. 
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equilibrated  with the pressure in the reactor by releasing  valves 2 and 3. 

This resulted in a rapid  rise of the suspension  inside the glass  tube  and 

suspension vas driven out of the reactor as long as the culture  level  was 

above the inlet of the stainless steel tubezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA {Figure 4.2B).  Khen the liquid 

level was lowered until just below the stainless steel tube,  only air was 

driven  out.  So the position of the stainless  steel  tube  determined  the 

minimum culture  volume during operation. The effluent  removal  took about 5 

seconds and time intervals between effluent  removal were chosen in such  a 

way that changes in culture volume never exceeded ± 1%. 

To let the above described  continuous culture system work under  aseptic 

conditions, sterilizable  valves were needed. For this purpose an apparatus 

was  constructed which could pinch two silicone tubes and release  another 

or  vice  versa.  The  device  that was  equipped  with  a  bidirectional 

pneumatic cylinder was driven by compressed air of 3 bar.  Pneumatics  were 

controlled by a set of electric valves and a programmable  sequential  timer 

(Omron, Tokyo, Japan). 

Sampling  was performed by aseptic withdrawal of 100 ml  of  suspension 

from  the  culture through a sample pipe connected  by  flexible  silicone 

tubing  to  a bottle holder containing a sterile serum bottle of  100 ml. 

After sampling the full bottle was replaced  aseptically by a sterile  empty 

bottle.  At regular  time intervals samples were  taken for determination of 

biomass, glucose, ammonium,  nitrate and (by)product  concentration.  Besides 

carbon dioxide production  rate and oxygen consumption  rate were  measured. 

Estimation of hydrodynamic stress parameters 

Hydrodynamic  stress parameters were estimated as has been described  in 

Chapter 1. 

Analytical procedures 

Dry biomass concentration was determined in duplicate by filtering 2  x 

10.0  ml  of cell suspension on a preweighed 47 mm  glass  fiber  filters 

(Type A/E, Gelman  Sciences Inc., Ann Arbor, USA). After washing  twice with 

demi water cells were subsequently  dried at 70°C for 24 hours. Ash content 

was determined by heating dried biomass to 600°C until constant  weight. 

Cell  free medium was prepared by centrifuging of 2 x 10.0 ml  of  cell 

suspension in a table centrifuge for 5 minutes at a speed of 50 s"1.  Cell 

free medium was frozen and stored at 20°C prior to analysation. 

 69 



Glucose  concentration in the cell free medium was determined  with  an 

enzymatic glucose autoanalyser  (model 27, Yellow Springs Instruments Co., 

Yellow Springs, USA). 

Total  organic  carbon  (TOO concentration was determined  with  a TOC 

analyser  (model Tocor 2,  Maihak AG, Hamburg, FRG). (By)product concentra

tion  was determined by subtracting the carbon from glucose in  the  spent 

medium from the overall TOC concentration. 

Ammonium  concentration  was determined colorometrically  by  an  assay 

based on the phenolhypochloriteammonium  reaction.  Nitrate concentration 

was  determined  by means of ion high  performance  liquid  chromatography 

(ionHPLC). 

To determine carbon dioxide production rate  (rC02> and oxygen  consump

tion  rate  (r02>  the carbon dioxide and oxygen concentration of  effluent 

air  were  measured  with an infrared  O^analyser  (model  864,  Beekman 

Instruments Inc,  Fullerton, USA) and a double channel paramagnetic oxygen 

analyser  (Taylor Servomex Ltd,  Crowborough, UK). Both the specific oxygen 

uptake  rate  (q02> and specific carbon dioxide production rate  (qC02>  were 

calculated  by dividing r02 and rC02 by the biomass dryweight  concentra

tion. 

Results 

Calculation of hydrodynamic stress parameters 

The eddy size de,  the celltocell collision energy and frequency ECCC 

and NCCC, the celltoimpeller energy and frequency ECci and NCcj, and the 

turbulent and laminar shear stress tw^ and T WJ were calculated. 

As  can be seen inzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Table 4.1 the size of the smallest eddies de  ranges 

from  14*10~5 at 1.7 s  1 to 3*10"5 m at 16.7 s"1.  So the eddy size is of 

the same scale as the size of the cells,  which can result in rotation  of 

the cell accompanied by low levels of hydrodynamic stress,  or high  shear 

stresses  when  several  eddies with opposed  rotation  interact  with  it 

simultaneously.  The  latter mechanism will dominate when agitation  speed 

increases.  A tenfold  increase of agitation speed results in an  increase 

of 3 orders of magnitude of powerinput, and the severity of cellimpeller 

collision  (Eci*NCc^).  The  severity of  cellcell  collision  (ECC*NCCC) 

increases  2 orders of magnitude.  At an agitation speed of 16.7  s _ 1  the 

maximum shear stress is 825 N*m~2. 
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Table 4.1. Calculation of hydrodynamic stress parameters for a 31  {work

ing volume=1.7 1) turbinestirred  fermenter. Volumefraction  biomass=0.05, 

cell aggregate diameter=l*104zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA m, impeller dianieter=4.5 cm, medium kinema

tic viscosity=l*10"6  m_2*s~l. 

reactor  parameters 

N 

v i 
P/V 

Is"1] 

[m*s_1] 

[w*m3] 

1.7 

0.24 

2 

3.4 

0.47 

20 

hydrodynamic  s t r e s s  parameters 

"e 
Ecc 

Ecc^c 
N C C C 

Eci 
Eci/Mc 

NCci 

xwl 
Twt 

[■] 

[J] 

[J/kg] 

[s"1] 

[J] 

[J/kg] 

[s"1] 

[N*nT2] 

[N*m2] 

14*10  5 

3*10"14 

5*10  5 

2 

2*10  1 1 

0.03 

1*10 3 

0.31 .3 

0 .30.5 

8*10  5 

8*101 4 

14*10  5 

3 

6*10  1 1 

0.1 

3*10  3 

0.73 

12 

5.0 

0.71 

68 

6*10  5 

14*10  1 4 

26*10  5 

4 

1 4 * 1 0  H 

0.25 

4*10  3 

14 

23 

6.7 

0.94 

160 

5*10"5 

22*10  1 4 

40*10  5 

5 

24*ioH 

0.4 

6*10  3 

25 

45 

16.7 

2.36 

2500 

3*10  5 

85*10_14 

159*10  5 

10 

150*10H 

3 

14*10  3 

813 

1925  . 

Outflow efficiency 

In  various  experiments  (results not shown) no  difference  could  be 

detected between effluent biomass concentration and biomass  concentration 

in  the  fermenter.  This  meant  that the  previously  described  effluent 

removal system  provided for an outflow efficiency of 100%. 

Preliminary experiment 

In order to get an impression of the shear sensitivity of the C. rosens 

cell line a chemostat was started at a median dilution rate of 0.0093  h"l 

and a moderate agitation speed of 1.7 s"1.  After 24 days agitation  speed 

was increased to 3.3 s_l, after 38 days to 5.0 s_l. After 48 days dilution 

rate  was  increased  to 0.0139 h_l and agitation speed  to  6.7  s_l  and 

finally after 63 days dilution rate was increased to 0.0168  h~l.  Biomass 

concentration  slightly increased during the period from day 24 until  day 

48  indicating no inhibition of growth by increasing  hydrodynamic  stress 
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(Figur ezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA 4.3A). 
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Figure 4.3A,B. Growth  by  a C. roseus  suspension  culture in  a  glucose

limited  chemostat  stirred with a 4.5 cm turbine impeller.  Dilution  rate 

and  agitation  speed  were gradually  increased  from 0.0093 h* and 1.7 s  1 

to 0.0168 h  1 and 4.7 s  1 (marked by arrows in figure). 

A. biomass dryweight;  residual glucose  [g*l _ 1]. B. C02production  (sym

bols connected by line) ; (^consumption  (symbols)  [mmol*l_1*h1] 

( D )  0.0093 h"1, 1.7 s"1 ( + ) 0.0093 IT1, 3.3 s _ 1 

( O )  0.0093 h"1, 5.0 s"1 (A) 0.0139 IT1, 6.7 s"1 

( X )  0.0168 h _ 1, 6.7 s _ 1 

Glucose  was converted quantitatively as it was not detectable  in the 
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effluent  (less than 0.1 g*l _ 1).  At a dilution rate of 0.0168 h~l  glucose 

was not converted quantitatively. Presumably the dilution rate had reached 

a value in the vicinity of the maximum specific growth rate  (umax) of  the 

cell line.  Van Gulik etzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA al.  (1989b) found a maximum specific growth rate 

of 0.018 h _ 1 for this cell line grown in an identical chemostat  setup  at 

moderate agitation speeds. Increase of dilution rate resulted in a rise of 

the carbon dioxide production and oxygen consumption,  indicating  adapta

tion of respiration to the increasing growth rate [Figure 4.3B). 

Steady state experiments 

The  results  of the aforedescribed  experiment  indicated  that  the  C. 

roseus  cell  line  was able to tolerate an agitation  speed  of  6.7  s"* 

without loss of viability.  Batch culture experiments with C. roseus  in a 

comparable setup at an agitation speed of 16.7 s~l (Chapter 3) showed the 

short-term  sheartolerance of this cell line. So it was decided to perform 

also  chemostat  experiments at the same agitation speed to  determine  the 

long-term  effects of high levels of hydrodynamic stress on C. roseus. 

Two  separate chemostats at a dilution rate of respectively  0.0056  h"1 

and  0.0115  h_1  and an agitation speed of 16.7  s _ 1  were  started.  The 

evolution of biomass,  glucose, and (by)product concentration during seven 

reactor  residence times for D=0.0056 h* is shown in Figure 4.4  and  for 

D=0.0115 h* in Figure 4.5  together with results from analogous  chemostat 

experiments performed at nearly identical dilution rates,  but at moderate 

agitation speed  (van Gulik et al.,  1989a,b). Results are briefly  summari

zedzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA i n Table 4.2. 

At  a dilution rate of 0.0056 h _ 1 glucoselimited  growth  was  attained 

after 3 residence times [Figure 4.4A),  compared to 6 residence  times at a 

dilution  rate of 0.0115 h  1 {Figure 4.5A).  Ammonium was  preferred  over 

nitrate as nitrogen source (Table 4.2).  During both steady states  nearly 

50% of the ammonium in the feed medium was consumed  compared to nearly 10% 

of  the nitrate.  This is in accordance with results obtained  from  batch 

cultures  of C. roseus  on LS medium in which ammonium  was  always  the 

preferred nitrogen source  (ten Hoopen et al.,  1988). 

In the spent medium a small quantity of organic carbon was detected  by 

total organic carbon (TOO analysis  when no residual glucose was  present 

anymore {Figure 4.4B, 4.5B).  It amounted to 4% (D=0.0115 h1)  and  8% 
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(D=0.0056 h"1)  of the ingoing carbon flow  (glucose).  Chemostat  experi

ments  carried out at nearly the same dilution  rates,  but  significantly 

lower agitation speed showed comparable  levels of (by)productzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA {Table 4.2). 

Therefore,  release of organic carbon can not be attributed to the  effect 

of a high hydrodynamic  load. 
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Figure 4.4A.B. Growth  by  a C. roseus  suspension culture in  a  glucose

limited  chemostat  stirred with a 4.5 cm turbine  impeller  at  agitation 

speeds  of 2.1 and 16.7 s_1,  dilution rate=0.006  h _ 1.  A.  biomass  dry

weight; residual glucose  [g*l1]. B. (by)product  [mCmol*l_1]. 

(Q) 2.1 s"1, D=0.0060 h"1; ( + ) 16.7 s"1, D=0.0056 h"1 
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Analysi s o f  mediu m sample s o f  batc h culture s o f zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA C. roseus  reveale d tha t 

the y containe d a  polysaccharid e consistin g o f  arabinos e an d galactose .   A s 

has bee n discusse d i nzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Chapter 3 thi s polysaccharid e  (by)produc t  presumabl y 

play s  a  rol e i n turnove r  o f  th e cel l  wal l   (Takeuch i  an d  Komamine ,  1980) . 

Whereas  th e (by)produc t  concentratio n seeme d t o increas e wit h  increasin g 

dilutio n  rat e i n th e cas e o f  th e highagitatio n spee d  experiments ,   thi s 

tren d  seeme d reverse d i n th e lowagitatio n  spee d  experiments .   However , 

fro m 1 1 glucoselimite d chemosta t  experiment s performe d wit h C. roseus  a t 

lo w agitatio n speed s (va n Gulik ,   1989b )  i t  ha s bee n conclude d tha t   ther e 

i s  n o clea r  relatio n betwee n specifi c  rat e o f   (by)produc t   formatio n  an d 

growt h rate . 

I n Table 4.2  an d 4.3  a  compariso n i s made betwee n lo w agitatio n  spee d 

and hig h agitatio n spee d chemosta t  experiments . 

Table 4.2. Cultura l   parameter s  o f   fou r  stead y state s  o f   a  C. roseus 

suspensio n cultur e grow n i n a  glucoselimite d chemosta t  stirre d wit h a  4. 5 

cm turbin e impelle r  a t  lo w (bold) an d hig h agitatio n speeds . 

N 

D 

[ s" 1 ] 

[IT1] 

2.1 

0.0060 

16.7  | 

0.0056  | 

4.2 

0.0117 

16.7 

0.0115 

biomas s  [g*l _1]   2.48  2.3 7  |   3.13  3.0 5 

ammonium  [mmol*l _1]   15.8  10. 3  |   10.1  11. 2 

nitrat e  [mmol*l _1]   31.6  36. 8  |   32.0  35. 1 

rC0 2  [mmol*l 1 *h _1]   1.05  1.0 0  |   1.70  1.8 9 

qC02  [mmol*g _1*h' 1]   0.42  0.4 2  |   0.54  0.6 2 

r0 2  [mmol*l _1*h 1 ]   0.90  1.0 0  |   1.68  1.9 8 

q0 2  tmmol*g _1*h _1]   0.36  0.4 2  |   0.54  0.6 5 

(by)produc t   [mCmol*! 1 ]   24.7  10. 8  |   13.3  21. 1 

Most  cultura l  parameter s o f  a  steadystat e a t  a  hig h agitatio n spee d d o 

not  deviat e significantl y fro m thos e a t  a  lo w agitatio n spee d {Table 4.2). 

Biomas s  grow n  a t   a  hig h agitatio n spee d containe d  a   littl e  bi t   mor e 

hydroge n an d oxyge n (Table 4.3).  Fro m Table 4.2  i t  ca n b e conclude d  tha t 

th e  oxyge n consumptio n rat e wa s slightl y elevate d fo r  a   steadystat e  a t 
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0.011 5  h" 1 an d 16. 7 s~ l   wit h respec t  t o tha t  a t  0.011 7 h" 1 an d  4. 2  s" 1. 

Thi s  migh t   b e  explaine d b y a  highe r  availabilit y  o f  oxyge n  a t   a   hig h 

agitatio n speed .  However ,  car e mus t  b e take n whe n drawin g conclusions .  Th e 

degre e  o f   reproducibilit y   o f   th e chemosta t   experiment s  ha s  no t   bee n 

studie d  i n detai l  yet . 

Tabl e 4.3 .  Biomas s  elementa l  compositio n an d as h conten t  o f   fou r   stead y 

state s o f  a zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA C. roseus  suspensio n cultur e grow n i n a  glucoselimite d chemo 

sta t   stirre d  wit h  a   4. 5 c m turbin e impelle r  a t   lo wzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA  (bold)  an d  hig h 

agitatio n speeds . 

D  [h ' ]   N   [s * ]   elementa l  compositio n  as h conten t   [% ] 

0.0060  2.1  CHi.7iOo.6gNo.i7  14.9 

0.005 6  16. 7  c Hi.740o.85 N0.1 6  8  4 

0.0117  4.2  CHl.63°0.64N0.16  9.9 

0.011 5  16. 7  C H 1 # 7 6 O0 > 7 6 » 0 # 1 6  9. 8 

Discussio n and conclusion s 

Unti l   198 5 onl y on e researc h grou p  ha d publishe d  report s  concernin g 

th e  growt h  o f  plan t  cel l  suspension s i n a n  impellerstirre d  chemostat . 

Bertol a  an d Klis ,   1979 )  describe d a  syste m fo r  continuou s  culturin g  o f 

bean cell s  (Phaseolns vulgacis  L. )   i n a  2 1  fermente r  stirre d a t  = 4 s~l .  A 

majo r   drawbac k o f  thi s syste m va s tha t  i t  ha d a  poo r  outflo w  efficiency , 

due t o imprope r  desig n o f  th e effluen t  remova l  system .  We manage d  t o solv e 

thi s  proble m  b y designin g a n effluen t  remova l  syste m  providin g  fo r   a n 

outflo w efficienc y o f  100% . 

The genera l  opinio n hold s tha t  plan t  cell s ar e intrinsicall y  sensitiv e 

t o hydrodynami c stress .   Wit h thi s assumptio n w e performe d  th e preliminar y 

experimen t   whic h  showe d  th e feasibilit y  o f  growin g  thi s cel l   lin e  i n  a 

turbinestirre d chemosta t  unde r  moderat e stress . 

Fro m th e chemosta t  experiment s performe d a t  a n agitatio n spee d o f   16. 7 

s" l   i t   ca n  b e conclude d  tha t   i t  i s  possibl e  t o  gro w C. roseus  cel l 

suspensio n  culture s i n a  turbinestirre d vesse l  unde r   hig h  hydrodynami c 
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stres s  condition s durin g severa l  generations .   Experimenta l   result s  di d 

sho w n o significan t  deviatio n  fro m result s obtaine d wit h chemosta t  experi 

ment s unde r  moderat e stres s condition s  (va n Guli kzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et al.,  1989a,b) .   Th e 

robustnes s o f   thi s cel l   lin e wa s beyon d expectation . 

I t  i s  har d  t o giv e a n explanatio n fo r  thi s finding .   Fro m literatur e i t 

i s   know n tha t   th e shea r  sensitivit y o f  C. roseus  ca n diverg e t o a   larg e 

extent .   Wagne r  an d Vogelman n  (1977 )  foun d  thei r  C. roseus  cel l  lin e t o b e 

ver y shearsensitive .  O n th e contrary ,  Scrag g et al.  (1988 )  expose d a  cel l 

lin e fo r  severa l  hour s t o stres s generate d b y a  7. 2 c m turbin e stirre r   a t 

16. 7 s _ 1 withou t  significan t   los s o f  viability .   Therefore ,  sensitivit y  t o 

hydrodynami c  stres s seem s t o diverg e strongl y betwee n cel l  line s  an d  i s 

presumabl y dependen t  o n th e wa y i n whic h stoc k culture s wer e initiate d an d 

hav e bee n maintained . 

Tanak a et al.  (1988 )  reporte d  tha t  C.  roseu s cell s  culture d  unde r 

stron g  hydrodynami c  stres s condition s wer e ric h  i n  hemicellulos e  an d 

cellulose .  Th e cel l  wal l  i n cell s culture d unde r  thes e condition s coul d b e 

considere d  t o  b e  physicall y stron g i n compariso n  wit h  tha t   i n  cell s 

culture d unde r  mil d hydrodynami c stres s conditions .   Fro m literatur e i t  i s 

known  tha t   cell s  o f  whol e plant s ca n repai r  inflicte d  damag e  t o  som e 

exten t   b y  depositin g callose .   Thi s 1,3pgluca n polysaccharid e  ca n  b e 

rapidl y deposite d a t  localize d position s ont o plan t  cel l  wall s i n orde r  t o 

reinforc e an d sea l  cell s an d tissue s afte r  mechanica l   injury ,   an d  durin g 

defenc e  reaction s agains t  pathogen s  (Kauss ,  1987) .   I t  i s  no t  know n whethe r 

C.  roseus  i s  abl e t o synthesiz e callos e a t  a  hig h rat e durin g exposur e t o 

hig h  hydrodynami c  load s  an d whethe r  ther e i s  a   relatio n  wit h  shear 

tolerance .  S o thi s shoul d b e subjec t  o f  furthe r  research . 

I t  i s  unlikel y  tha t  selectio n fo r  sheartoleran t  cell s occurre d  i n  th e 

chemostat .  A  shak e flas k cultur e o f   th e sam e cel l  lin e coul d b e cultivate d 

i n  th e sam e vesse l  a t  a n agitatio n spee d o f  16. 7 s~ l  a s a   batc h  cultur e  zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

(Chapter  3) .   Selectio n fo r  sheartoleran t  cell s throug h subculturin g  o f 

th e stoc k lin e i s no t   likel y whe n onl y shea r  i s considere d sinc e cell s  i n 

a  (unbaffled )   shak e  flas k  ar e onl y expose d  t o  ver y  lo w  level s  o f 

hydrodynami c  stress .   A   secon d  alternativ e fo r   selectio n  ca n  b e  th e 

subculturin g procedur e itself .   I t  i s  generall y accepte d  tha t  a n   i n  al l 

respect s   optima l   procedur e fo r  maintenanc e o f  stoc k culture s  lead s  t o 

selectio n  o f   subpopulation s wit h increasin g growt h  performance .   I t   i s 
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likely  that  this also leads to cells that are increasingly  tolerant  to 

hydrodynamic  stress.  ThezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA C. roseus  cell suspension  culture used  in  this 

investigation has been in culture for 4 years under a constant  subculture 

regime. 

This  study shows that the general opinion of plant cells  being  shear 

sensitive  should  be reconsidered.  The C. roseus  cell  line  which  was 

capable of growth under short  term hydrodynamic  stress could also tolerate 

longterm  exposure in a chemostat.  Future research should be focused  on 

circumstances determining  the shearsensitivity  of a cell line.  With  this 

knowledge  it  should be possible to transform delicate  cell  lines  into 

robust  lines capable of growth in impeller stirred vessels. 
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Introduction 

Plant  cells  cultivated  in a bioreactor for the purpose  of  producing 

pharmaceutically  active  compounds  are exposed  to  conditions  that  may 

induce  various  stresses  which can affect  their  growth  and  secondary 

metabolism  considerably.  Commonly only negative effects of  stress  have 

been studied.  Stress generated by mixing in a bioreactor  ('shear stress') 

is  considered  as  a major problem  in largescale  cultivation  of  plant 

cells,  and therefore has often been studied  (Tanaka, 1987; ScraggzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et al., 

1988). 

However,  stress may also have positive effects,  in particular on  the 

stimulation  of  the  production of  secondary  metabolites  (DiCosmo  and 

Towers,  1984).  The ecological significance of many secondary metabolites 

is ascribed to the improvement of the adaptation of plants to unfavourable 

environmental  conditions.  It is therefore plausible  that  environmental 

stress  has  a modulating effect  on  secondary  metabolism.  Analogously, 

stress conditions experienced by plant cells in a bioreactor could  affect 

product biosynthesis rate. 

Plant  cells  in suspension seldom synthesize  substantial  amounts  of 

secondary  metabolites spontaneously.  In general cultural conditions  are 

optimized for growth,  therefore conditions that may impose stress of  any 

kind are avoided.  Furthermore,  proliferating cells are undifferentiated. 

Both these facts are usually put forward  to explain the lack of  secondary 

metabolite production capacity of plant cells during growth.  Therefore it 

is  hypothesized  that  creation of  artificial  stress  situations  could 

stimulate  the production of particular classes of secondary  metabolites. 

Broadly speaking,  secondary metabolites can be divided into two  classes: 

those that can be induced by stress factors of all kind  (elicitors),  and 

those that are a consequence of cell morphological differentiation. 

The  first  class  of secondary  metabolites,  the  stress  metabolites 

designated as phytoalexines, are usually absent  in a nonstressed culture. 

Examples  of phytoalexines are berberine,  rosmarinic acid,  shikonin  and 

anthraquinones.  Their production can be enhanced by stress from virtually 

nil to several grams per litre cell culture. In contrast to phytoalexines, 

secondary metabolites coupled  to morphological differentiation are usually 

already  present  in low concentrations in a nonstressed  culture. Their 

production  is  not  stimulated  as strongly by stress as in  the  case  of 
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phytoalexines.  Examples of differentiation  coupled  secondary  metabolites 

are ajmalicine, quinine, codeine and morphine. 

Some examples of stresses used to stimulate secondary metabolism 

Nutrient  stress by low concentrations of nitrogen and phosphate  sources 

combined with high sucrose concentrations has already  been reported as  an 

effector  for  secondary  product formation inzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Catharanthus roseus  cell 

suspensions  (Knobloch and Berlin,  1980). Mérillon et al.  (1984) investiga

ted  the influence of sucrose concentration in suspension cultures  of C. 

roseus.  Cells grown in medium supplemented  with 6% sucrose yielded 9 times 

more  ajmalicine  and  4  times more serpentine than  cells  grown  in  2% 

sucrose.  Frischknecht  and  Baumann  (1985) found a  stimulation  of  the 

production of the purine alkaloid  caffeine in Coffea arabica  cell  suspen

sions by stressors such as high light intensity and  depending on culture 

type    high NaCl concentration.  Stimulation by temperature  and  light 

rhythms  of indole alkaloid  formation in cell cultures of C. roseus  has 

been  found  by  Giger et al.  (1985).  Rudge  and  Morris  (1986)  and 

Frischknecht et al.  (1986) found a stimulation of alkaloid  accumulation in 

C. roseus  cell  suspensions  by osmotic  stress  generated  by  mannitol 

supplemented growth media.  Stimulation of indole alkaloid  formation by C. 

roseus  in response to chemical stress generated by vanadyl  sulphate  has 

been found by Smith et al.  (1987). Vanadium has been shown to inhibit the 

plasmamembrane  ATPase,  thus changing the membrane potential.  It has been 

hypothesised  that  in  this way vanadium acts  analogously  to  a  biotic 

elicitor  (Hagendoorn,  personal communication).  Arfmann  et al.  (1985) 

studied the effect of 5azacytidine,  a powerful inducer of cell differen

tiation,  on  the  formation of secondary metabolites in C. roseus  cell 

suspension  cultures.  They found the formation of a lignan  type  compound, 

lirioresinol B monopDglucoside, not found before in C. roseus  plants or 

cell cultures. 

Osmotic stress 

For this study osmotic stress was chosen as subject. Osmotic stress can 

be  induced by lowering the water potential of the medium,  which  can  be 

accomplished by dissolving a certain amount of a solute. When a plant  cell 

is exposed to osmotic stress,  three different phases of adaptation can be 

distinguished  (Kleiwegt,  1988).  Firstly,  the plant  cell  controls  its 
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volume by the regulation of the plasticity of the cell wall as well as the 

regulation of the hydraulic conductivity of the cell  membrane.  Secondly, 

the plant cells controls its own osmotic potential by the active uptake of 

ions or low molecular weight organic solutes.  The ions are preferably  K+ 

ions,  but when not available K+ can be replaced by Na+,  Ca2+,  and Mg2+. 

However,  besides  the active uptake of ions,  which is energized  by  the 

hydrolysis  of  ATP,  a  cotransport is probably available  in  the  cell 

membrane  as well.  In this case,  ATP is hydrolysed to generate a  proton 

gradient across the cell membrane. Passive diffusion of these protons back 

into the cell is linked to the active uptake of another substance like  K+ 

ions or sugars. In the third place, plant cells are able to synthesize and 

accumulate  organic solutes in order to control their  osmotic  potential. 

This is probably a secondary mechanism,  which is induced either by a high 

concentration  of  K+  ions  in the cytoplasm or  by  the  effect  of  the 

intracellular  ionic  strength.  The major function of  these  accumulated 

compatible  solutes  is  to protect the structure  and  functions  of  the 

proteins in the cytoplasm.  Compatible solutes are e.g.  proline, betaine, 

organic acids and polyalcohols. 

Plant cells exposed to osmotic stress show a reduced  fresh weight gain, 

a  reduced cell expansion and an increase in  turgor  pressure.  Therefore 

adapted  cells  remain small,  probably due to a change of the  cell  wall 

composition which leads to a higher compressive modulus of the cell  wall. 

Thus,  osmotic  stress is apparently an effective tool in controlling  the 

biomass freshweight to dryweight ratio.  In theory this could be applied 

for  attaining  higher biomass dryweight  concentrations  in  largescale 

fermenter  cultures,  which  has  been shown to  increase  the  commercial 

feasibility of a production process. 

Chemical/osmotic stress 

It  is  not clear whether the stimulation of  secondary  metabolism  of 

plant  cells by osmotic stress exerted by solutes such as sugars, polyalco

hols,  or salts must be attributed to pure osmotic effects  (e.g.  lowering 

of water potential of cytoplasm or vacuole) that are exerted on the cells, 

or to chemical effects (e.g.  membrane permeabilization), or to a combina

tion  of both.  Therefore we are of the opinion that one should  designate 

stress  exerted by solutes as chemical/osmotic stress rather than  osmotic 

stress. 
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To  stud y  th e effect s o f  chemical/osmoti c stres s o n plan t   cell s  non 

metabolizable ,   nonpenetrating ,   nontoxi c osmotic a shoul d b e used .  A  lo w 

molecula r  weigh t  i s  necessar y whe n th e effect s o f  hig h osmoti c stres s  ar e 

t o b e studied .  Thes e prerequisite s ar e onl y  fulfille d b y a  smal l  numbe r  o f 

osmotic a suc h a s melibios e  (Dracu pzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et al.,  1986) ,  an d lo w molecula r  weigh t 

polyethylen e glyco l   (PEG )  (Hand a et al.,  1982) .   Sorbito l  o r  mannito l  ar e 

i n  mos t   case s no t  suitabl e fo r  longter m  experiments .   Althoug h  seldo m 

servin g  a s  carbo n  an d energ y source ,   the y ar e take n u p  b y  som e  cel l 

suspensio n culture s  (Dracu p et al.,  1986 ;  va n de n Broek ,   1987) . 

I n  thi s  stud y PE G wa s chose n becaus e o f  it s  availabilit y  i n  a   wid e 

rang e o f  molecula r  weights .   Chemical/osmoti c stres s b y PE G wit h a  molecu 

la r   weigh t   o f   60 0  an d  600 0 wa s  teste d  a s  stimulato r   o f   secondar y 

metabolis m i n C. roseus.  Besides ,   effect s o n growt h an d biomas s  fresh 

weigh t  t o dryweigh t   rati o wer e studied .  I t  wa s attempte d t o differentiat e 

betwee n effect s o f  chemica l  an d osmotica l  stress .   We assume d  tha t  osmoti c 

stres s woul d b e dominan t  wit h PE G 60 0 a s i t  ha s a  lo w molecula r  weight .  On 

th e  contrary ,   w e  expecte d  tha t  PE G 600 0 woul d  exer t   mainl y  chemica l 

stress .   Experiment s  wer e  performe d  bot h  i n a  shak e  flas k  an d  i n  a 

fermenter . 

Materials and Methods 

Cell culture and medium 

The  cel l  cultur e o f  Catharanthus roseus  wa s obtaine d  fro m th e  Depart 

ment  o f  Plan t  Molecula r  Biolog y i n Leiden .   Thi s cel l   lin e wa s grow n o n L S 

mediu m  (Linsmaie r  an d Skoog ,  1965 )  supplemente d wit h 3 0 g*l~ l  glucose ,  2. 0 

mg*!  !   anaphtaleneaceti c  aci d  (NAA) ,   an d 0. 2 mg*l  ^   kineti n  an d  wa s 

subculture d ever y 7  day s wit h a n inoculatio n rati o o f  1  t o 5 .   Th e cultur e 

was grow n i n th e dar k o n a n orbita l  shake r  a t  10 0 rp m an d a t  25°C . 

Chemical/osmotic stress media 

Polyethylen e glyco l   (PEG )  60 0 stres s medi a wer e prepare d b y  dissolvin g 

variou s quantitie s o f  synthesi s grad e PE G 60 0 (Merck ,   Hohenbrunn ,  FRG)  i n 

LS growt h medium .  Fiv e stres s medi a wit h 250 ,  300 ,  350 ,  400 ,  an d 45 0 g*l  1 

PEG  60 0  wer e  prepare d fo r  shak e  flas k  experiments .   Fo r   a   fermente r 

experimen t  mediu m wit h 20 0 g*l  1 PE G 60 0 wa s prepared . 

PEG 600 0 stres s medi a wer e prepare d b y dissolvin g variou s quantitie s o f 
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synthesis grade PEG 6000 (J.T. Baker Chemical Co.,  Phillipstmrg,  USA)  in 

LS growth medium.  Four stress media with 100, 200, 300, and 350 g*l_1 PEG 

6000 were prepared for shake flask experiments. For a fermenter experiment 

medium with 250 g*l~l PEG 6000 was prepared.  All media were sterilized by 

autoclaving at 121°C, 1 bar overpressure, for 20 minutes, pH was adjusted 

to 6.0 before  sterilization. 

Calculation of water activity and water potential 

Norrish  (1966) proposed a correlating equation for predicting the water 

activity aw in binary nonelectrolyte  solutions: 

aw = X ^ x p t  ^
2 )  (5.1) 

where Xj and X2 are molar fractions of water and solute, respectively, and 

K  is  the correlating  constant.  PEGs are typical nonideal  solutes  and 

therefore  exhibit a very strong negative deviation  from Raoult's  law  as 

compared to other polyols  (Chirife and Ferro Fontan, 1980; ChirifezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et al., 

1980). K values appear to increase substantially with increasing  molecular 

weight of the PEG. K can be calculated  from the molecular weight MW of the 

PEG  (Chirife and Ferro Fontan,  1980): 

K = 1.6(MW/100)2  (200 < MW < 8000)  (5.2) 

The water potential P can be calculated  from the water activity: 

P = 55.5(RTlnaw)  (5.3) 

where  R  is  the gas constant  (8.31 J*K1*mol1),  T  is  the  (absolute) 

temperature (K). 

Shake flask experiments 

Fifty  erlenmeyer  flasks of 250 ml containing 40 ml LS  growth  medium 

were  inoculated with 10 ml of a 7 day old C. roseus  cell suspension  and 

were  incubated in the dark at 25°C on an orbital shaker at 100  rpm. The 

cutoff  lower  halfs of silicone foam  stoppers  (model  T42,  ShinEtsu, 

Tokyo,  Japan)  were  used as shake flask closures.  After 7 days  the  50 

flasks were divided in 10 series of 5. To 9 series  40 ml chemical/osmotic 
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stress  medium  was  added,  each series of flasks received  1  of  the  9 

chemical/osmotic  stress media.  To the 10th series,  that was intended  as 

control experiment,  40 ml of standard LS medium was added. After that the 

flasks were put back on the shaker.  Final concentrations of PEG 600  were 

111,  133, 156,  178, and 200 g*l_1 respectively. Final concentrations of 

PEG 6000 were 44, 89, 133, and 156 g*l_1 respectively. During 12 days with 

a  time  interval  of  2 or 3 days 10 flasks  (one  of  each  series)  were 

harvested for the measurement of culture growth,  glucose,  and production 

of ajmalicine and serpentine. 

Fermenter experiments 

Fermenter  experiments were carried out in a 31  fermenter  (Applikon, 

Schiedam,  The  Netherlands)  equipped with a 4.5 cm  diameter  sixbladed 

turbine  impeller,  and  three round baffles with a diameter  of  1.4  cm. 

Experiments were performed at 25°C in the dark. Aeration  rate was 40 l*h_1 

agitation speed was 250 rpm.  The fermenter containing 1900 ml of fresh LS 

growth medium was inoculated with 400 ml of azyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA C. roseus  suspension  culture 

pregrown  in shake flasks.  After 7 days batch cultivation  aeration  was 

stopped and cells were allowed to settle for one hour. A volume of 1500 ml 

spent  medium  was  withdrawn aseptically by a pipe  mounted  through  the 

fermenter's  lid  and collected in a sterile  flask.  A volume of  1500 ml 

chemical/osmotic  stress medium containing either 200 g*l1 PEG 600 or  250 

g*l_1  PEG 6000 was poured into the fermenter by means of a sterile  flask 

connected  to an inlet port of the fermenter.  Final concentration of  PEG 

600 and PEG 6000 were  171 and 155 g*l_1 respectively. During 26 days with 

time  intervals  of  3 or 4 days a sample of 100 ml  was  taken  from  the 

culture for the measurement of culture growth,  glucose, and production of 

ajmalicine and serpentine for 26 days. 

Analytical procedures 

Biomass was determined as fresh and dryweight by filtering 10.0 ml  of 

cell  suspension  on a preweighted 47 mm glass fibre  filter  (type  A/E, 

Gelman Sciences Inc. Ann Arbor,  USA). Filtered  cells were washed  twice 

with  demi  water.  For dryweight determination cells  were  subsequently 

dried at 70°C for 24 hours. 

Glucose  concentration  in  cell free medium  was  determined  with  an 

enzymatic  glucose  analyser  (model 27,  Yellow Springs  Instruments  Co., 
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Yellow Springs, USA). 

Viability of the shake flask culture cells was estimated by fluorescein 

diacetate (FDA) vital staining according to Widholm  (1972). 

Viability of the fermenter cultures was estimated by measuring  respira

tion of the total cell population. Oxygen concentration and carbon dioxide 

concentration of effluent air was measured using a double channel  paramag

netic  oxygen  analyser  (Taylor Servomex Ltd.,  Crowborough,  UK)  and an 

infrared  O^analyser  (model 864,  Beekman Instruments  Inc.,  Fullerton, 

USA). 

For  alkaloid analysis biomass was collected by filtering cell  suspen

sion  on  a  10 u nylon mesh.  Filtrate was  collected  for  extracellular 

ajmalicine  and serpentine analysis.  To 20.0 ml filtrate 0.5 ml of a 200 

mg*l_1  dihydrokinine internal standard in HPLC grade methanol was  added. 

Biomass  and  filtrate  were frozen and  stored  at  20°C.  Intracellular 

ajmalicine and serpentine were extracted as follows:  a mixture of 200 mg 

freezedried  cells in 5.0 ml of HPLC grade methanol was sonicated at 60 W 

for  5 minutes using a sonifier with microtip  (model  B12,  Branson  Power 

Company,  Danbury,  USA). After sonication 0.5 ml of a 200 mg*l_1 dihydro

quinine  internal  standard in was added  to  the  mixture.  Extracellular 

ajmalicine  and  serpentine were extracted  from the remainder of  20.5 ml 

freezedried  filtrate with 10.0 ml methanol. Samples were filtered  through 

a 0.45 urn membrane filter for HPLC injection.  For analysis of  ajmalicine 

and  serpentine  content a high performance liquid  chromatography  (HPLC) 

system  (Waters Associates Inc.,  Milford,  USA) was used.  A  Waters  u

Bondapack  phenyl  column  P/N  27198 was  used  together  with  a  Waters 

Bondapack phenyl/corasil  (3750 um) precolumn.  The mobile.phase was 0.05M 

sodiumdihydrogen  phosphate  in  water with 15%  acetonitrile  and  5% 2

methoxyethanol adjusted to pH 3.9. The flow rate was 2 ml*min~l. Ajmalici

ne  peaks were detected by an UV detector  (model LambdaMax  481,  Waters) 

set at 254 nm.  Serpentine peaks were detected by a fluorimetric  detector 

(model RF 530,  Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan), excitation was set at 

346 nm, emission measured at 455 nm. 

Results 

Calculation of water activity and water potential of stress media 

Using  equations  5.1  to 5.3 the remaining water  activity  and  water 
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potentia l   i n  th e shak e flas k an d fermente r  culture s afte r   depletio n  o f 

nutrient s wer e calculate dzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA {Table 5.1).  Fo r  comparison :  th e wate r  potentia l 

of  L S mediu m wit h 3 % glucos e i s 6. 6 bar . 

Tabl e 5.1 .  Remainin g wate r  activit y an d wate r  potentia l  i n th e shak e flas k 

and fermente r  culture s afte r  depletio n o f  glucos e an d salts . 

PEG 60 0 cone .   a w  P   |  PE G 600 0 cone .   a w  P 

[g*l _1 ]   [ ]   [bar ]  .  |   [g*l 1 ]   [ ]   [bar ] 

shake flask cultures 

111 

133 

156 

178 

200 

0.995 5 

0.994 2 

0.992 7 

0.991 2 

0.989 4 

6. 2 

8. 0 

10. 1 

12. 2 

14. 7 

44 

89 

133 

156 

0.999 7 

0.998 8 

0.997 3 

0.996 3 

0. 5 

1. 6 

3. 6 

5. 1 

fermenter cultures 

171  0.991 7  11. 5  |   15 5  0.996 3  5. 1 

Shake flask experiments 

I. Effects of PEG 600 on growth 

The  cel l  culture s survive d concentration s o f  PE G 60 0 u p t o 20 0  g*l _1 . 

At   al l   concentration s biomas s increase d {Figure 5.1A)  unti l   a   maximu m 

betwee n 1 4 an d 2 0 g*l _ 1 wa s attaine d  afte r  7  days . 

Glucos e  wa s consume d completel y withi n 5  day s  (dat a  no t   shown) .   Th e 

initia l   fres h t o dryweigh t   rati o (FW/DW  ratio )  o f  th e cell s fel l   sharpl y 

fro m 1 1 t o 3 5 afte r  additio n o f  th e stres s medi a an d staye d o n thi s valu e 

unti l  th e en d o f  th e experimen t  {Figure 5.IB).   Thi s observatio n  illustra 

te s  tha t  stres s impose d b y al l  PE G concentration s kep t  th e  cell s  small . 

The  contro l  experimen t  performe d wit h L S mediu m withou t  PE G 60 0 showe d  a 

rapi d  increas e  o f  FH/DW  rati o fro m 8  afte r  2  day s t o 1 9 afte r   1 2  days . 

Viabilit y   test s  b y FD A vita l  stainin g performe d  afte r  1 2  day s  reveale d 

clearl y  a  detrimenta l  effec t  o f  PE G 60 0 a t  concentration s o f  17 8 an d 20 0 

g*l _1 .  Los s o f  viabilit y wa s 7090% . 
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Figure 5.1A.B.zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Growt h b y a  C . zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA roseus  suspensio n cultur e i n shak e flask s o n 

LS mediu m supplemente d wit h variou s PEG 60 0 concentrations . 

A.  Biomas s dryweigh t   [g*l  ^] .  B .  Biomas s freshweigh t  t o dryweigh t  rati o 

[] .  (V )  control ;  (D )  111 ;  (  +  )  133 ;  (O )  156 ;  (A )  178 ;  (X )  20 0 g*l _1 

Jr .  Effects of PEC 600 on secondary metabolism 

Afte r   1 2 day s th e cell s ha d accumulate d 0.050. 4  mg*gDM_1  ajmalicin e 

and  0.0030.0 5 mg*gDM_1 serpentin e (Figure 5.2A  an d 5.2B).  I n  th e  cel l 

fre e  mediu m o f  th e stresse d culture s ajmalicin e concentration s  o f   114 2 

mg*l _1 ,  an d serpentin e concentration s o f  0.31. 4 mg*l  1 wer e foun d (Figure 

5.2A  an d 5.2B,  se e als o Table 5.2  a t  th e en d o f  thi s paragraph) . 

  9 0 



2 
F 

1 
■ * zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
d  0.

12
 



0.
10

 


0.
08

 


0.
06

 


0.
04

 


0.
02

 


0.
00

 
J 

[SSVNzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA AUO  6 / 6 u J ] 

XN3J.NOO  3NUN3dH3S  [ l / B a i ]  ONOO  3NUN3dö3S 

i  i 

Ld 
2 
F 

>. 
o 

XI 
(  I 

Ld 
2 

[SSVW  AMO  6 / 6 L U ] 

1N31NOO 3Nionvwr v  [I/6LU ]  ONO O 3Nionvnr v 

Figure 5.2A.B. Alkaloid s  accumulate d i n biomas s an d release d int o  mediu m 

by  a zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA C. roseus  suspensio n cultur e  grow n i n shak e flask s o n  L S  mediu m 

supplemente d wit h variou s PEG 60 0 concentrations .  A .  ajmalicin e i n biomas s 

[mg*gDM_1] ,   an d i n mediu m [mg*l 1 ] .   B .  serpentin e i n biomas s  [mg*gDM _1] , 

and i n mediu m [mg*l 1 ] . 

(V )  control ;  (D )  111 ;  (+ )  133 ;  (♦ )  156 ;  (A )  178 ;  (X )  20 0 g*l _1 
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These  results show that ajmalicine was the predominant  alkaloid  formed 

under these conditions,  the major part of it was released  into the medium. 

Cells grown on medium without  PEG accumulated  0.14 mg*gDM_1  ajmalicine and 

0.04 mg*gDM_1  serpentine,  and both alkaloids were not found  in cell  free 

medium. 

It is hard to decide whether  there was an  'optimal' PEG 600  concentra

tion.  The results suggest an optimal concentration  of 111 g*l_1. However, 

these results were not verified  by a duplicate experiment.  So the finding 

of an  'optimal' concentration  of could be a mere coincidence.  One  should 

be  aware  of  the  fact  that  each data  point  in  the  course  of  the 

experiments,  owing  to  the experimental  procedure,  was  the  result  of 

sampling  an independently  growing culture.  For this reason  results  can 

diverge  considerably.  The total alkaloid  concentration  (ajmalicine  and 

serpentine  in  biomass and medium added  together)  varied  between  1247 

mg*l_1  (culture) after 12 days at an average biomass dryweight  concentra

tion of  14 g*l_1.  From  these data an average alkaloid  production  rate  of 

about 0.2 mg*g_1*day_1  can be  calculated. 
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III. Effects of PEG 6000 on grovth 

The  effect s o f  variou s concentration s o f  PEG 600 0 rangin g fro m  4 4  t o 

156 g*l _1 o n growt h o f  C. roseus  cel l  suspension s ar e show n i n Figure 5.3. 

Afte r   additio n o f  th e medi a biomas s rapidl y increase d unti l  a   dryweigh t 

of   151 7  g*l _1  wa s reache d afte r  5   day s  {Figure 5.3A),  glucos e  wa s 

consumed  entirel y withi n 5  day s (result s no t  shown) .   Th e  initia l zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA  FW/DW 

rati o o f  1 1 fel l  afte r  additio n o f  th e stres s medi a an d attaine d 6 8 afte r 

5  day s  {Figure 5.3B).  Compariso n wit h th e contro l  experimen t   reveal s  a 

distinc t  effec t  o f  PEG 600 0 o n th e FW/DW ratio .   PEG 600 0 apparentl y  kep t 

th e cell s small ,  althoug h th e effec t  wa s no t  a s definit e a s wit h PEG 600 . 
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Figure 5.3A,B. Growt h b y a  C. roseus  suspensio n cultur e i n shak e flask s o n 

LS mediu m supplemente d wit h variou s PEG 600 0 concentrations . 

A.  Biomas s dryweigh t   [g*l _1] .  B .  Biomas s freshweigh t  t o dryweigh t  rati o 

[] .  (V )  control ;  (P )  44 ;  (+ )  89 ;  (O )  133 ;  (A )  15 6 g*!" 1 PEG 600 0 
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IV. Effects of PEG 6000 on secondary metabolism 

Afte r   1 2  day s  th e stresse d cell s ha d  accumulate d  0.51. 1  mg*gDM_1 

ajmalicin e  an d 0.020.0 6 mg*gDM 1 serpentin e (Figure 5.4A  an d 5.4B,  se e 

als o Table 5.2  a t  th e en d o f  thi s paragraph) . 
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Figure 5.4A.B. Alkaloid s accumulate d i n biomas s b y a  C. roseus  suspensio n 

cultur e  grow n i n shak e flask s o n L S mediu m supplemente d wit h variou s  PEG 

6000 concentrations .  A .  ajmalicin e  [mg*gDM _1] .  B .  serpentin e [mg*gDM _1] . 

(V )  control ;  (D )  44 ;  (  +  )  89 ;  (O )  133 ;  (A )  15 6 g*l _1 PEG 600 0 

Low concentration s o f  ajmalicin e wer e foun d i n th e mediu m afte r  7   day s 

(= 4 mg*l _1 ) ,  afte r  1 2 days ,  however ,  n o ajmalicin e coul d b e detecte d (dat a 

not  shown )  .  Extracellula r  serpentin e wa s hardl y detectabl e ( s 0. 1 mg*l _1 , 
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result s no t  shown) .   Ajmalicin e wa s th e predominan t  alkaloi d forme d b yzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA C. 

roseus  unde r  thes e conditions .   However ,   i n contras t  t o th e  experiment s 

performe d  wit h  PEG  60 0  a s stressor ,   th e  cell s  ha d  accumulate d  th e 

alkaloid s instea d o f  release d the m int o th e medium .   Th e averag e  alkaloi d 

productio n rat e o f  th e PEG 600 0 culture s wa s 0.0 7 mg*g _1*day 1 . 

Summary of shake flask experiments 

The experimenta l  result s ar e briefl y summarize d i n Table 5.2. 

Table 5.2 .  Alkaloid s  i n biomas s an d medium ,   an d biomas s freshweigh t   t o 

dryweigh t  rati o after 12 days o f  shak e flas k culture s o f  C. roseus  grow n 

on L S mediu m supplemente d wit h variou s concentration s PEG 600 0 o r  PEG 600 . 

I  BIOMASS  MEDIUM 

PEG cone . 

wr1] 

0 

PEG 6000 

44 

89 

133 

156 

PEG 600 

111 

133 

156 

178 

200 

P 

[bar ] 

0 

0. 5 

1. 6 

3. 6 

5. 1 

6. 2 

8. 0 

10. 1 

12. 2 

14. 7 

|  ajmalicin e 

1 [mg*gDM " 

|   0.1 4 

|   0.5 8 

|   1.1 3 

|   0.4 9 

|   0.5 4 

|   0.3 9 

|   0.1 8 

|   0.0 8 

|   0.0 8 

1  0.0 5 

! ] 

serpentin e 

[mg*gDM~ 

0.0 4 

0.0 5 

0.0 6 

0.0 2 

0.0 4 

0.0 5 

0.0 2 

0.00 5 

0.00 3 

0.00 4 

! ] 

ajmalicin e 

[mg*l " 

0. 3 

0 

0 

0 

0 

41. 8 

14. 0 

|   23. 5 

23. 4 

1 10. 6 

 1! 

serpen t 

[mg*l ~ 

0 

0 

0 

0 

0 

1. 4 

0. 3 

0. 3 

0. 3 

0. 3 

in e 

! ] 

FW/DW 

1 H 

|  18. 9 

|  11. 9 

|   8. 3 

|   6. 4 

[   7. 5 

|   5. 4 

j   3. 2 

|   4. 6 

|   3. 5 

1  4. 7 
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Ferment er experiments 

In  order to duplicate results  obtained  from the previously  described 

experiments in shake flasks,  experiments on 21 scale in a fermenter were 

performed.  Fermenter  experiments not only facilitate culturing on a  far 

larger  scale than attainable with shake flasks,  but also allow  frequent 

sampling  of one and the same culture during a considerable  time  period. 

Serious drawbacks of shake flask experiments, as discussed previously, can 

thereby be circumvented. 

I. Effects of PEG 600 on grovth 

Unintentionally  too much stress medium with PEG 600 was added  to the 

culture.  Instead of =100120 g*l_1 a final concentration of 171 g*l_1 was 

attained.  In the shake flask experiments this concentration resulted in a 

high loss of viability.  After addition of the stress medium growth nearly 

ceased,  although glucose uptake was considerable {Figure 5.5A). 

Microscopic  examination revealed plasmolysis of nearly all  the  cells 

and  damage  to  a  major part,  there were no  signs  of  cell  division. 

(^consumption and CC^production rate,  which are reliable indicators  of 

culture  viability,  also  decreased  (data  not  shown)  However, after 9 

days, the culture showed recovery as respiration was increasing.  After 18 

days  a  biomass dryweight concentration of 10 g*l1  was  attained.  The 

FW/DW  ratio of the cells dropped sharply from 18 just before addition  of 

the stress medium to 8 just after addition.  After 5 days a FW/DW ratio of 

5 was attained,  from that point it gradually increased to 9 after 26 days 

(Figure 5.5B). 
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Figure 5.5A.B. Growt h b y a  C. roseus  suspensio n cultur e i n a  3 1 fermente r 

on L S mediu m supplemente d  wit h PE G 60 0 (fina l  concentratio n 17 1 g*l~* )  an d 

LS mediu m withou t  PE G (control) .  K.  biomas s dryweight ;   glucos e  [g*l  l] . 

B.  biomas s freshweigh t  t o dryweigh t   rati o [] . 

(D )   control ;   (  +  )  17 1 g*l _ 1 PE G 60 0 

II. Effects of PEG 600 on secondary metabolism 

The  determinatio n o f  alkaloi d conten t  o f  th e biomass.showe d  tha t   onl y 

triflin g amount s o f  bot h ajmalicin e an d serpentin e ha d accumulate d  ( £ 0.0 3 

mg*gDM~l ,   result s  no t  shown) .   Smal l  amount s o f  ajmalicin e  (3. 5  mg*!  * 

afte r   1 5  days )   an d  trac e amount s o f  serpentin e  ( S  0. 2  mg*l _1 )   wer e 

release d  int o th e mediu m [Figure 5.6). 
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Figure 5.6. Alkaloids  released  into medium by  azyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA C. roseus  suspension 

culture  grown in a 31 fermenter on LS medium supplemented with  PEG 600 

(final concentration 171 g*l  1).  ( □ ) ajmalicine; (+) serpentine  [mg*l1] 

In  contrast to the shake flask experiments the presence of PEG 600 in 

the  medium  did  not result in an  enhancement  of  secondary  metabolite 

formation. The results show a detrimental effect of PEG 600 on the  growth 

potential  and  secondary  product  formation of C. roseus  grown  in  a 

fermenter. 

III.  Effects of PEG 6000 on growth 

After addition of the stress medium with PEG 6000  (final  concentration 

155 g*l1)  rapid growth was accompanied by rapid uptake of glucose (Figure 

5.7A).  After 5 days a maximum biomass dryweight concentration of 23 g*l_1 

was  attained that slowly decreased to 17 g*l_1 after 21  days.  After  28 

days dryweight attained 21 g*l_1. This sudden rise in dryweight could be 

attributed  to PEG 6000 penetrating the cells due to  permeabilization  of 

the  cell membrane.  By microscopic examination it was observed  that  the 

refraction  of  the major part of the cells was identical to that  of  the 

surrounding  medium.  This  indicated equal concentration of PEG  6000  in 

medium and cells.  The FW/DW ratio of the cells fell slightly from 11 to 8 

after 4 days when glucose was depleted.  From that point it rose  linearly 

to 18 after 18 days [Figure 5.IB). 
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Figure 5.7A.B. Growt h b y a  C . zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA roseus  suspensio n cultur e i n a  3 1 fermente r 

on  L S mediu m supplemente d wit h PE G 600 0  (fina l  concentratio n 15 5  g * l _ 1 ) , 

and L S mediu m withou t  PE G (control) . 

A.  biomas s dryweight ;   glucos e  [g*l  1 ] .   B .  biomas s freshweigh t   t o dry 

weigh t  rati o  [] .  (D )  control ;   (  +  )  15 5 g*l _ 1 PE G 600 0 

IV. Effects of PEG 6000 on secondary metabolism 
Determinatio n  o f   ajmalicin e  an d serpentin e conten t   i n  biomas s  an d 

mediu m showe d accumulatio n o f  onl y  trac e amount s o f  serpentin e i n  biomas s 

(<. 1  ug*gDM _1 ,   result s no t  shown )  an d n o releas e a t  al l  o f  alkaloid s  int o 

th e mediu m a s the y wer e no t  detectabl e  ( < 0. 1 mg*l 1 ,   result s no t  shown) . 

I n  th e  contro l  fermente r  experimen t  o n L S 3 % glucos e  n o  ajmalicin e  o r 

serpentin e coul d b e detecte d i n bot h biomas s an d medium . 
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In contrast  to the shake flask experiments the presence of PEG 6000  in 

the medium did not result in enhancement of accumulation of ajmalicine  in 

the biomass. 

Discussion 

Both  PEG  600  and  PEG 6000 had a  stimulating  effect  on  secondary 

metabolism  ofzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA C. roseus  grown in shake  flasks.  Alkaloid  yields  were 

similar  in  magnitude.  It is not clear from these experiments  to  which 

effect  the stimulation of product formation should  be  attributed.  When 

there would be a relationship between exerted osmotic pressure and product 

formation rate the PEG 6000 cultures would have yielded far less  product. 

It  is  therefore likely that stimulation of secondary metabolism  by  the 

PEGs used in this study was an effect of chemical stress. 

The  presence  of  PEG 600 in the medium resulted  in  nearly  complete 

release  of ajmalicine to the medium,  whereas PEG 6000 had  no  releasing 

effects. PEGs have been shown to have a weak surfactant  activity  (Hopwood, 

1981),  dehydrate  membrane  bilayers  (Arnold et al.,  1985),  and  make 

membranes  abnormally permeable to ions and molecules  (Aldwinckle et al., 

1982).  It  has also been shown that permeabilization of  the  plasmalemma 

and  the tonoplast  resulted in release of alkaloids from C. roseus  cells 

(Brodelius and Nillson,  1983). Besides, surfactants like Triton X100 have 

been  shown to facilitate release of indole alkaloids by C. roseus  with 

preserved viability  (Brodelius,  1988). The difference in releasing effect 

between  PEG  600  and PEG 6000 could be explained by  the  difference  in 

penetrating potential of both PEGs.  It is likely that PEG 600  molecules, 

due  to  their  small size,  can penetrate the plant cells  and  serve  as 

extractant  for the alkaloids from the vacuole. 

The results from the shake flask experiments could not be duplicated by 

fermenter  experiments.  Growth  was  retarded considerably  by  PEG  600, 

alkaloid  production  was  not stimulated by both PEGs.  We  are  of  the 

opinion  that they can be explained by considering the differences  between 

the cultivation systems used. 

Firstly,  with regard to growth, it is conceivable that the combination 

of  osmotic  stress by PEG 600 and hydrodynamic stress  generated  by  the 

impeller  damaged  the  major  part of the  cells  in  the  fermenter.  In 
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contrast ,   hydrodynami c stres s i n a  th e shak e flask s wa s nearl y absent .  I t 

has bee n show n tha t  thi szyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA C. roseus  cel l  lin e ca n withstan d shortter m an d 

longter m stres s i n a  comparabl e setu pzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA  (Chapter 3, 4).  Nevertheless ,   i t 

i s   likel y  tha t   plan t  cell s becom e susceptibl e  t o  hydrodynami c  stres s 

durin g  rapi d plasmolysis .   A s ha s bee n show n b y th e fermente r   experimen t 

PEG 600 0 doe s no t  imped e th e proliferatio n o f  th e cells .  PE G 600 0 has ,  du e 

t o it' s  hig h molecula r  weight ,   n o significan t  osmoti c effec t  o n th e cell s 

and  thu s ther e wil l  b e n o synergistica l  effec t  wit h hydrodynami c  stress . 

However ,   i n spit e o f  th e absenc e o f  an y advers e effec t  o n th e  cells ,   n o 

alkaloid s wer e formed . 

Secondly ,   th e ga s exchang e i n th e shak e flas k wa s quit e differen t   fro m 

tha t  i n th e fermenter .   I n a  shak e flas k ga s exchang e i s poor ,   du e t o th e 

diffusio n  barrie r   forme d b y  th e commonl y use d shak e flas k  closur e  lik e 

aluminiu m foi l  an d silicon e foa m stopper s  (te n Hoopen ,   1989) .   Thi s  wil l 

resul t   i n  accumulatio n  o f  gaseou s metabolite s  a s  carbo n  dioxid e  an d 

ethylen e  t o concentration s tha t  migh t  hav e physiologica l   effects ,   espe 

ciall y  stimulatio n o f  secondar y metabolism .   I n plant s i t  ha s bee n  foun d 

tha t   a  variet y o f  environmenta l  stresse s rapidl y  induc e ethylen e  produc 

tio n i n plants .  Ethylen e trigger s respons e mechanisms ,  amon g other s thing s 

secondar y metabolis m  (Liebermann ,   1979 ;   Ecke r  an d Davis ,   1987) .  Enhance 

ment  o f  secondar y metabolite s synthesi s b y ethylen e ha s alread y bee n foun d 

wit h plan t  cel l  culture s o f  Coffea arabica  an d Thalictrum rugosum  (Ch o et 

al.,  1988) .   A   fermente r   i s  usuall y aerate d b y  a   fres h  ai r   stream , 

resultin g  i n ver y  lo w concentration s o f  gaseou s metabolites ,   consequentl y 

secondar y metabolis m may b e repressed .   Scrag g et al.  (1987 )  studie d  th e 

effec t   o f   scaleu p  o n serpentin e  formatio n  b y  C. roseus  suspensio n 

cultures .   The y  foun d ver y lo w serpentin e formatio n whe n thei r  cel l   line s 

wer e grow n i n airlif t  bioreactor s whe n compare d wit h shak e flasks . 

The differenc e i n productivit y betwee n shak e flas k an d  fermente r   migh t 

therefor e  b e attribute d  t o a  differenc e i n ga s exchang e o f   bot h  cultur e 

systems .   Ethylen e  produce d a s a  respons e o n th e chemical/osmoti c  stres s 

generate d b y PE G 60 0 an d PE G 600 0 coul d hav e accumulate d  t o  physiologica l 

concentration s  i n  th e  shak e flas k cultures .   Thi s  may  hav e  triggere d 

secondar y metabolism .   Becaus e thi s conclusio n i s rathe r   speculative ,   i t 

shoul d b e substantiate d b y furthe r  experimenta l  work .   When  substantiate d 

i t   woul d complicat e th e scaleu p o f  som e plan t  cel l  productio n  processe s 

considerably .   Unti l   no w  mos t   researc h ha s bee n carrie d  ou t   i n  shak e 
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flasks ,   wherea s  largescal e processe s wil l  b e carrie d ou t  i n  fermenters . 

Duplicatin g  promisin g shak e flas k experiment s a s quic k a s possibl e  i n  a 

smallscal e fermente r  i s therefor e advisable . 

Lis t  o f zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA symbols 

a w  wate r  activit y 

K  correlatin g  constan t 

P  wate r  potentia l   N*m~ 2 0 r  ba r 

R  ga s constan t   J*K _1*mol _1 

T  temperatur e  K 

X  mola r   fractio n 
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CHAPTER 6. 

GENERAL DISCUSSION 

When  thi s researc h wor k wa s starte d b y lat e 198 4 t o stud y th e  effect s 

of   hydrodynami c  stres s  ('shea r  stress' )  o n plan t   cell s  i n  suspensio n 

cultur e  littl e  informatio n wa s availabl e o n thi s  subject .   Initiall y  w e 

share d th e sam e opinio n abou t  th e shearsensitivit y o f  plan t  cell s a s mos t 

othe r   worker s  withi n  thi s field :   plan t  cell s  ar e  (inherently )   shear 

sensitive ,   an d therefor e cultivatio n i n impellerstirre d  bioreacto r   wil l 

be infeasible ,  o r  a t  leas t  problematic . 

However   fro m  th e wor k o f  Fowle r   (1982 )  an d Scrag gzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA et al.  (1986 )   w e 

learne d  tha t  cel l   line s o f  Catharanthus roseus  appeare d  t o b e les s  shear 

sensitiv e  tha n  wa s initiall y  assumed .   I n th e meanwhil e  w e  manage d  t o 

cultivat e C. roseus  suspensio n culture s  i n  turbinestirre d  labscal e 

bioreactor s  a t   moderat e  (1 3 s _1 )  agitatio n speed s i n batc h  cultur e  a s 

wel l   a s  i n chemosta t  culture .   I n th e middl e o f  198 6 a   smal l   (student ) 

researc h  projec t   wa s performe d i n whic h th e influenc e o f   th e  agitatio n 

spee d o n th e growt h o f  C. roseus  wa s studied .   I t  appeare d  tha t  ou r   cel l 

lin e coul d b e batc h cultivate d  i n a  2 1 turbin e stirre d  fermente r  a t   16. 7 

s  !  withou t  an y problem .   I n th e meanwhil e chemosta t  culture s o f  C. roseus 

wer e  performe d  i n whic h th e agitatio n spee d  wa s  16. 7  s _ 1 .  C. roseus 

appeare d  t o b e capabl e o f  sustainin g  shortter m  (i n batc h culture )  a s wel l 

as longter m  (i n a  chemostat )  hydrodynami c stress . 

Thes e  result s urge d t o reconside r  ou r  vie w o n th e shearsensitivit y  o f 

plan t  cells .  I n orde r  t o tes t  whethe r  th e sheartoleranc e o f  C. roseus  wa s 

an  uniqu e featur e o f  thi s cel l   line ,   thre e othe r  cel l   line s use d i n  ou r 

projec t   grou p wer e teste d o n thei r   sheartolerance :  Nicotiana tabacum, 

Tabernaemontana divaricata,  an d Cinchona robusta.  Th e cel l  lin e  o f  N. 

tabacum  appeare d  t o  b e  sheartoleran t   unde r   shortter m  hydrodynami c 

stress .   Th e  tw o  othe r  cel l   line s appeare d t o  b e  les s  sheartolerant , 

althoug h  the y coul d b e cultivate d  i n a  3 1 turbinestirre d  fermente r  a t   a 

moderat e agitatio n spee d o f  4. 2 s _ 1 . 
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From the experimental results it is not possible to give an explanation 

for the divergence in sheartolerance of the cell  lines.  However,  there 

might  be some trivial explanations.  Firstly,  it can be  hypothesized 

that the stability of a cell line affects its sheartolerance,  in a sense 

that  stable  lines  that  are  being kept for  some  years  or  more  are  zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

inherentl y sheartolerant . zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA C. roseus, N. tabacum,  an d T. divaricata  ar e 

stable cell lines that were initiated more than 3 years  ago,zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA C. robusta 

was  initiated  recently.  Scragg  et al.  (1988) found  that  the  shear

tolerance  of Picrasma quassioides  cultures increased  as  culture  growth 

improved.  However,  a recently developed culture of C. roseus  appeared to 

be sheartolerant to. 

Secondly,  the methods for maintenance and subcultivation of the  stock 

cell lines could affect shearsensitivity,  in a sense that  circumstances 

preventing  optimal  growth would induce weakness of  the  cells.  In  our 

laboratory C. roseus  had been maintained as a stable cell line for  more 

than  a  year  when we started  the  shear  experiments. N. tabacum, T. 

divaricata,  and C. robusta  were imported  from Leiden University  just prior 

to the experiments; N. tabacum  was easily adapted to our maintenance and 

propagation methods. Both T. divaricata  and C. robusta  gave some complica

tions.  We did not succeed in obtaining lines with a stable  subcultivation 

regime. 

The  fact  that most workers within this field found their  cell  lines 

shearsensitive  would  lead to the conclusion  that most cell  lines  were 

kept  under  suboptimal  conditions.  After careful  examination  of  the 

materials and methods and experimental  results from a number of papers  on 

this  subject  one concludes that there are reasons to  assume  that  most 

methods of maintenance and propagation have been inadequate.  Often  shake 

flask  closures with a very low gas permeability  like  aluminium  foil 

were  applied,  resulting  in oxygen limited growth and buildup  of  high 

concentrations  of potentially toxic gaseous metabolites.  In  some  cases 

growth  curves of cultures appeared to be linear instead  of  exponential, 

indicating  oxygen  limitation,  or growth ceased when excess  carbon  was 

present indicating  limitation of a vital nutrient. 

This  study  shows  that  the general  opinion  that  plant  cells  are 

inherently shearsensitive should be reconsidered.  Future research should 

be  focused on circumstances determining the shearsensitivity of  a  cell 
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line.  To  understand  the conditions that govern the sheartolerance of  a 

plant  cell  much  more research should be focused  on  the  buildup  and 

properties of cell wall and cell membrane.  With this knowledge it  should 

be possible to transform delicate cell lines into robust  lines capable  of 

growth in impellerstirred vessels. 

Chemical/osmotic  stress  can  play a  role  in  stimulating  secondary 

product  formation by cultured plant cells as has been shown in Chapter  5. 

However,  the mechanism by which chemical/osmotic stress affects secondary 

metabolism  is not clear.  It can be speculated that stress  triggers  the 

formation of a stress hormone like ethylene, which in its turn effects the 

onset of secondary metabolism. 

In  the shake flask experiments production of considerable  amounts  of 

ajmalicine  was  found.  With PEG 600 as stressor the majority of  it  was 

released  in the medium.  In the fermenter experiments the production  was 

very  low.  It  is  likely  that this finding can  be  attributed  to  the 

difference  in  gas  exchange  of the  culture  vessels  employed  in  the 

experiments.  In the shake flasks the volatile stress hormone  accumulated 

due to poor gas exchange, in the fermenters it was driven out by aeration. 

The  most  important conclusion from the study of the  effects  of  chemi

cal/osmotic stress on plant cells is:  Promising results obtained by shake 

flask experiments should always be verified in the downscaled version  of 

the  largescale production bioreactor  (in this case an aerated  impeller

stirred  tank). 
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SUMMARY 

The objectiv e o f  th e researc h describe d i n thi s thesi s wa s t o stud y th e 

effect s  o f  hydrodynami c an d chemical/osmoti c  stres s o n plan t  cell s  i n  a 

stirre d bioreactor .   Th e stud y wa s carrie d ou t  withi n th e framewor k o f  th e 

cooperatio n  betwee n Delf t  Universit y o f  Technolog y an d Leide n  Universit y 

i n  th e  fiel d  o f  biotechnolog y  (BDL )  i n th e  projec t   grou p  Plan t   Cel l 

Biotechnology .   Th e  ai m  o f   thi s projec t  i s   t o  acquir e  knowledg e  an d 

expertis e fo r  th e developmen t  o f  largescal e processe s fo r  th e  productio n 

of  valuabl e compound s b y plan t   tissu e cultures . 

I n Chapter 1  som e aspect s o f  th e largescal e cultivatio n o f  plan t  cell s 

fo r  th e productio n o f  secondar y metabolite s ar e treated :   proces s  design , 

regim e analysis ,   an d assessmen t  o f  hydrodynami c  stres s parameters .   Star 

tin g fro m a  hypothetica l  productio n proces s th e conventiona l  stirre d  tan k 

bioreactor s t o b e use d fo r  thi s proces s ar e calculate d usin g dat a obtaine d 

by  experimenta l   wor k i n ou r  projec t  group ,   dat a  fro m  literature ,   an d 

reasonabl e  assumptions .   A   regim e analysi s i s  performe d o n  th e  larges t 

fermente r   o f   th e proces s  (2 5 m 3 ) .   Th e sam e procedur e i s   applie d  t o  a 

geometricall y  simila r  downscale d 5 1 fermente r  unde r  condition s o f   con 

stan t  powe r  inpu t  o r  impelle r  ti p spee d wit h respec t  t o th e 2 5 m *  reactor . 

Hydrodynami c  stres s parameter s ar e assesse d fo r  bot h th e  industrialsal e 

and th e labscal e  fermenter . 

I n  Chapter  2  a  revie w i s  give n o n th e method s fo r  th e  assessmen t   o f 

hydrodynami c  stres s  sensitivit y o f  plan t  cells .   I t   appear s  tha t   thi s 

subjec t  ha s seldo m bee n studied ,   thi s i n contras t  t o shearsensitivit y o f 

mammalia n  cell s an d hybridomas .   Th e mai n conclusio n o f  thi s  chapte r   i s 

tha t  experiment s t o asses s hydrodynami c  stres s sensitivit y  shoul d  prefer 

abl y b e studie d i n a  downscale d  versio n o f  th e bioreacto r  whic h ha s  bee n 

chose n fo r  a  largescal e process . 

I n  Chapter 3 result s ar e presente d o f  experiment s  tha t  wer e  aime d  a t 

studyin g  th e effect s o f  shortter m hydrodynami c  stres s o n plan t  cell s  i n 

suspensio n  culture . zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Catharanthus roseus, Nicotiana tabacum, Tabernae-

montana divaricata,  an d Cinchona robusta  wer e batchcultivate d  i n a   3 1 

fermente r  a t  variou s agitatio n speeds .  C. roseus  an d N. tabacum  appeare d 

t o  b e  unaffecte d b y hydrodynami c  stres s generate d b y a   4. 5  c m  turbin e 

impelle r  a t  a  rotationa l  spee d o f  16. 7 s  1 .  T. divaricata  an d C. robusta 

appeare d t o b e mor e sensitiv e t o shear ,   althoug h the y coul d b e cultivate d 
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under moderate stress. 

In  Chapter 4 experiments are described  to study the effects  of  long

term hydrodynamic stress onzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA C. roseus.  This cell line was cultivated  in a 

chemostat  modified  for the cultivation of plant  cells. C. roseus  was 

cultivated  in  this chemostat at an agitation speed of  16.7  s"1  during 

several months.  Comparison with experiments performed under  considerably 

lower  stress showed no .distinct  impact  on growth or metabolism  by  long

term hydrodynamic stress. 

The experiments described  in Chapter 5 show the feasibility of stimula

tion  of  secondary metabolism in C. roseus  by  chemical/osmotic  stress 

exerted  by  polyethylene  glycol 600 and 6000.  There appeared  to  be  a 

discrepancy  between experiments carried out in shake flasks  and  fermen

ters. Stimulation of production of ajmalicine  in shake flasks could not be 

reproduced  in a fermenter.  Presumably  this is owing to the difference  in 

gas exchange of both culture systems.  The plant hormone ethylene that can 

stimulate  secondary metabolism may have accumulated  in the  shake  flasks 

where gas exchange was primarily by diffusion. In the fermenters that were 

aerated  no accumulation occurred,  so no stimulation  took  place.  These 

results indicate the need to check as soon as possible findings from shake 

flask experiments by fermenter experiments. Besides, they show the dangers 

of defining  process conditions  from shake flask research. 

The  freshweight  to  dryweight  ratio of  the  biomass  appeared  to 

decrease by a high osmotic value of the medium.  This finding could play a 

role in attaining higher biomass concentrations,  which could benefit  the 

economic feasibility of a process. 

In  Chapter 6 the results of this study are  generally  discussed.  The 

main  conclusion  of this work is that plant cells are less  sensitive  to 

hydrodynamic  stress than currently has been assumed. Moreover, the methods 

for  maintenance and propagation of cell lines could determine its  shear

sensitivity  or sheartolerance.  Future research should be aimed  at  the 

circumstances determining  sheartolerance as:  buildup and properties  of 

cell wall and the ability to recuperate.  Besides,  the possible relation

ship between  sheartolerance,  ease of cryopreservation and  osmotolerance 

should be  investigated. 
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SAMENVATTING 

Het   i n  di t   proefschrif t   beschreve n onderzoe k  wa s  gerich t   o p  he t 

bestudere n va n d e effecte n va n hydrodynamisch e e n chemi/osmotisch e  stres s 

op  plantecelle n gekweek t  i n ee n geroerd e bioreactor .   He t  onderzoe k  wer d 

uitgevoer d  i n  he t  kade r  va n he t  samenwerkingsverban d va n  d e  Technisch e 

Universitei t   Delf t   e n d e Rijksuniversitei t   Leide n o p he t  gebie d  va n  d e 

biotechnologi e  (BDL )  binne n d e projectgroe p  Plantecelbiotechnologie .   He t 

doe l  va n di t  projec t  i s  o m voldoend e kenni s e n expertis e t e verwerve n voo r 

het  opzette n va n grootschalig e processe n voo r  d e producti e va n waardevoll e 

chemicalië n met  behul p va n plantenweefselcultures . 

I n  Hoofdstuk 1 worde n ee n aanta l  aspecte n va n d e  grootschalig e  kwee k 

van plantecelle n voo r  d e producti e va n secundair e metaboliete n  behandeld : 

procesontwerp ,   regim e  analyze ,   e n schattin g va n hydrodynamisch e  stres s 

parameters .   Uitgaand e va n ee n hypothetisc h productieproce s worde n aa n  d e 

hand  va n binne n d e projectgroe p aanwezig e kennis ,   literatuurgegeven s  e n 

redelijk e aanname n d e voo r  di t  proce s benodigd e fermentore n  berekend .   O p 

de  grootst e  fermento r  va n he t  proce s  (2 5 m^ )  word t   ee n  regim e  analyz e 

uitgevoerd .   Hetzelfd e word t  uitgevoer d voo r  ee n geometrisc h  gelijkvormi g 

schaalverkleind e 5 1 fermento r  voo r  d e conditie s va n gelijkblijvend e powe r 

inpu t  e n tipsnelhei d va n d e roerde r  t.o.v .  d e 2 5 « r  reactor .  Voo r  zowe l  d e 

productieschaa l   al s  d e  labschaa l  fermento r   worde n  d e  hydrodynamisch e 

stres s parameter s geschat . 

I n  Hoofdstu k 2  word t  ee n overzich t  gegeve n va n d e literatuu r   ove r   d e 

methode n  voo r   he t   bepale n va n d e  gevoelighei d  va n  plantecelle n  voo r 

hydrodynamisch e  stress .   He t   blijk t  da t  di t  onderwer p  bi j   plantecelle n 

zelde n uitvoeri g bestudeer d  is ,   di t  i n tegenstellin g to t  dierlijk e celle n 

en hybridomas .   E r  word t  geconcludeer d da t  experimente n o m sheargevoelig 

hei d t e bepale n he t  bes t  kunne n worde n uitgevoer d i n ee n  schaalverkleind e 

versi e  va n  d e bioreacto r  di e men voo r  oge n heef t  voo r   ee n  grootschali g 

proces . 

I n Hoofdstuk 3  worde n d e resultate n va n experimente n gepresenteer d  di e 

to t   doe l   hadde n d e effecte n va n kortdurend e  hydrodynamisch e  stres s  o p 

plantecelle n i n suspensi e t e bestuderen . zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Catharanthus roseus, Nicotiana 

tabacum, Tabernaemontana divaricata  e n Cinchona robusta  werde n  gekweek t 

al s batchcultuu r  i n ee n 3 1 fermento r  bi j  verschillend e  omwentelingssnel 

hede n  va n d e roerder .  C. roseus  e n N. tabacum  bleke n  ongevoeli g  voo r 

  10 9 



hydrodynamisch e  stres s  opgevek t  doo r  ee n 4. 5 c m turbineroerde r   bi j   ee n 

roersnelhei d  va n 16. 7 s _ 1 . zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA T. divaricata  e n C. robusta  bleke n gevoelige r 

t e  zij n  voo r  shearstress .   Z e konde n echte r  no g bi j  ee n  matig e  stres s 

gekweek t  worden . 

I nzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA  Hoofdstuk 4 worde n experimente n beschreve n waari n d e  effecte n  va n 

langdurig e  hydrodynamisch e stres s o p C .  roseus  werde n  bestudeerd .   Dez e 

cellij n  wer d gekweek t   i n ee n chemosta t  di e speciaa l  voo r  he t   kweke n  va n 

plantecelle n  wa s gemodificeerd .   He t  blee k mogelij k  C. roseus  gedurend e 

ongevee r   2  maande n t e kweke n bi j  ee n toerenta l  va n 16. 7 s  * .   Vergelijkin g 

met   experimente n uitgevoer d bi j  ee n aanmerkelij k   lager e  hydrodynamisch e 

stres s late n  zie n da t  e r  gee n duidelijk e beinvloedin g va n d e groe i  o f   he t 

metabolism e optrad . 

De i n Hoofdstuk 5 beschreve n experimente n  tone n aa n da t  stimulerin g va n 

het   secundai r   metabolism e va n C. roseus  doo r   chemi/osmotisch e  stres s 

mogelij k   is .   Bi j  d e experimente n werde n polyethyleenglyco l   60 0  e n  600 0 

gebruik t  al s stressors .   E r  blee k ee n discrepanti e t e zij n tusse n  experi 

mente n di e i n ee n schudkol f   e n ee n fermento r  werde n  uitgevoerd .   Stimule 

rin g  va n  d e  producti e va n ajmalicine ,   di e  overtuigen d  optra d  i n  d e 

schudkolven ,   ko n nie t   i n d e fermentorexperimente n worde n  gereproduceerd . 

Waarschijnlij k   i s  di t   t e wijte n aa n he t  verschi l   i n  gasuitwisselin g  va n 

beid e  kweeksystemen .   He t  plantehormoo n ethylee n da t  stimulati e  va n  he t 

secundai r  metabolism e ka n bewerkstellige n hoopt e zic h waarschijnlij k  o p i n 

de schudkolven .   I n d e beluchtt e fermentore n von d gee n ophopin g plaat s  e n 

daardoo r  gee n stimulering .   D e resultate n onderstrepe n d e noodzakelijkhei d 

om d e uitkomste n va n schudkolfexperimente n  z o sne l  mogelij k   t e  verifiëre n 

met   fermento r  experimenten .   Bovendie n  late n z e he t  gevaa r  zie n  va n  he t 

vaststelle n va n proce s omstandighede n o p gron d va n schudkol f   experimenten . 

De  versgewicht/drooggewich t   verhoudin g  va n d e biomass a wer d  verklein d 

doo r  ee n hog e osmotisch e waard e va n he t  medium .  Di t  gegeve n zo u va n belan g 

kunne n zij n voo r  he t  bereike n va n hoger e  biomassaconcentraties ,   hetgee n 

de economisch e haalbaarhei d va n ee n proce s  te n goed e komt . 

I n  Hoofdstuk 6 worde n d e resultate n va n he t   onderzoe k  besproken .   D e 

belangrijkst e  conclusi e  va n  he t  onderzoe k  i s  da t   plantecelle n  waar 

schijnlij k   vee l  ongevoelige r  zij n voo r  hydrodynamisch e stres s  da n  word t 

aangenomen .   Bovendie n  i s d e manie r  waaro p plantecelculture s worde n aange 

houde n  misschie n va n invloe d o p he t  ontstaa n va n ee n  sheargevoelig e  o f 

een shearongevoelig e  lijn .   Toekomsti g onderzoe k za l  zic h da n oo k  moete n 
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richte n o p d e factore n di e d e sheartoleranti e va n ee n plantece l   bepalen , 

zoal s  opbou w e n eigenschappe n va n d e celwan d e n  he t   recuperatievermoge n 

van  d e  cel(lijn) .   Bovendie n moe t  onderzoch t  worde n o f   e r   ee n  verban d 

bestaa t  tusse n sheartolerantie ,  cryopreserveerbaarhei d  e n osmotoleranti e 

van ee n cellijn . 
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