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Ewolucja rozmiaru agregatow komaérek roslinnych w bioreaktorze

Streszczenie:

W pracy badano efekty dziatania naprezen burzliwych na agregaty komérek
roslinnych w kulturze zawiesinowej prowadzonej w reaktorze okresowym typu
Rushtona. Przedstawiono wyniki doswiadczalne oraz wyniki modelowania historii
populacji agregatow komorek roslinnych w bioreaktorze. Niehomogenicznosc¢
burzliwosci w skali makro modelowano przy uzyciu modeli wielostrefowych, za$
niehomogenicznos$¢ w skali mikro modelowano wykorzystujac model
multifraktalny. Poniewaz niemozliwe jest obecnie bezposrednie powigzanie
ztozonej kinetyki wzrostu i rozpadu agregatéw komorek roslinnych z modelem
CFD ze wzgledu na konieczny, bardzo dtugi czas obliczen, dlatego w pracy
wykorzystano modelowanie wielostrefowe, a pakiet CFD (Fluent) uzyto jedynie do
okreslenia pola przeptywow oraz wtasnosci burzliwosci. Wyniki CFD
weryfikowano za pomocg pomiaréw LDA. Zaproponowane modele dobrze
opisywaty ewolucje rozmiaru agregatow komérek roslinnych.

Stowa kluczowe: agregaty komoérek roslinnych, modelowanie wielostrefowe,
CFD, bilans populaciji

Oznaczenia

- Srednica agregatu, m

- szybko$¢ wzrostu agregatéw, m s™

- gesto$é liczbowa agregatéw, m™

- czesto$é obrotéw mieszadta, s™

- czas, s

- Srednica zbiornika, m

- udziat objetosciowy strefy i,

- wyktadnik multifraktalny

(¢.d) - prawdopodobienstwo tworzenia agregatéw o rozmiarze d

IXTATZI0

z agregatéw o rozmiarze d , m’
£ - szybkos$¢ dyssypaciji energii kinetycznej burzliwosci na jednostke
masy ptynu, m?s™
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1% - liczba agregatow lub czgstek powstatych podczas rozpadu
Wprowadzenie

Powszechnie wiadomo, ze komorki roslinne sg podatne na mieszanie
mechaniczne, przy czym efekt dziatania naprezen burzliwych na komaorki
przejawia sie zmiang metabolizmu, deformacja, a nawet $miercig komorek.
Osiagniecia ostatnich lat w modelowaniu przeptywdw burzliwych w potaczeniu
z badaniami eksperymentalnymi wptywu naprezen hydrodynamicznych

na komorki roslinne pozwalajg na lepsze zrozumienie mechanizmu
obserwowanych zjawisk. Dla celéw badawczych oraz praktycznych prébuje
sie sterowac cyklem zyciowym ro$lin lub modyfikowac jego elementy

w warunkach kultury in vitro. Opracowano wiele technik namnazania tkanek
oraz regeneraciji roslin, wykorzystujacych totipotencjalne wtasciwosci komérek
roslinnych. Kultury ptynne sg uznawane powszechnie za bardziej dogodne

od kultur prowadzonych na podtozach statych ze wzgledu na mozliwosé
automatyzacji oraz zwielokrotnienia skali produkcji. Mieszanie ptynu
zapobiega opadaniu wielokomérkowych agregatéw roslinnych na dno
bioreaktora oraz przyspiesza transport masy (pozywka, tlen, dwutlenek
wegla). Mieszanie mechaniczne powoduje jednak powstawanie naprezen
mechanicznych — burzliwe naprezenia hydrodynamiczne powodujg rozpad
agregatow i smierc rozrywanych komorek.

Cel i zakres pracy

Celem pracy byto okreslenie relacji miedzy intensyfikacjg procesu mieszania
a czutoscig materiatu biologicznego na naprezenia hydrodynamiczne

w bioreaktorze. Zakres pracy obejmowat: a) dobér parametrow prowadzenia
kultury roslinnej; b) powigzanie matematycznych modeli rozpadu i wzrostu

z bilansem populacji agregatéw komorek roslinnych; c) okreslenie warunkow
hydrodynamicznych w bioreaktorze za pomoca CFD i LDA; d) weryfikacje
doswiadczalng opracowanych wczesniej modeli matematycznych.

Metodyka

Badania doswiadczalne rozpadu agregatow prowadzono w mieszalniku
zbiornikowym o $rednicy 7=0,1 m wyposazonym w 6-topatkowe mieszadto
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turbinowo-tarczowe i pracujagcym w sposob okresowy. Stosowano mieszadta
o $rednicy réwnej 1/3 i 2/3 $rednicy zbiornika (rys.1).

Do bioreaktora przenoszono w sposéb sterylny 20 cm?® tkanki Rhodiola rosea
i uzupetniano zawartos¢ zbiornika pozywka, po czym zawartos¢ poddawano
procesowi Scinania burzliwego. Probki tkanki roslinnej pobierano z reaktora

w jednakowych odstepach czasu, a nastepnie analizowano rozktad rozmiaréw
agregatow. Pomiary prowadzono dla réznych czestosci obrotéw mieszadta.

H/T=1
) ) D/T=1/3 i 2/3
r. wWiT =02
T B/T =0,1
T=0,1m

Rys. 1 Bioreaktor stosowany w badaniach doswiadczalnych
Fig. 1. Bioreactor used for experimental investigations

Wyniki badan i ich analiza

Efekty dziatania naprezen burzliwych silnie zalezg od struktury przeptywu
burzliwego zaréwno w skali makro jak i skali mikro. Niehomogenicznosé
rozkfadu burzliwosci duzej skali modelowano w pracy przy uzyciu model
wielostrefowych (1. model reaktora z idealnym mieszaniem, 2. model reaktora
z przeptywem ttokowym w strefach), zag niehomogenicznos$¢ burzliwosci matej
skali symulowano w pracy stosujac model multifraktalny burzliwosci
intermitentnej [Batdyga, Podgorska, 1998]. Taki sposéb modelowania pozwolit
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na wyznaczenie rozktadu parametrow kinetycznych rozpadu agregatow

w rownaniach bilansu populacji (wzér 1+2). Niemozliwe obecnie jest
bezposrednie powigzanie ztozonej kinetyki wzrostu i rozpadu agregatéw
komérek roslinnych z modelem CFD ze wzgledu na konieczny, bardzo dtugi
czas obliczen, znacznie przekraczajacy czas prowadzenia samych
doswiadczen. Dlatego tez pakiet CFD (Fluent) wykorzystano jedynie w celu
okreslenia pola przeptywdw oraz wtasnosci burzliwos$ci [Alopaeus i inni, 1999;
Yu, 1993].
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Rys. 2 Przyktadowy obraz otrzymany w trakcie symulaciji CFD
Fig. 2. Sample image obtained in the course of CFD simulation

Weryfikacje otrzymanych wynikéw symulacji CFD (Rys. 2) przeprowadzono

za pomoca wynikow uzyskanych przy pomocy anemometru laserowego (LDA)
(Rys. 3).
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Rys. 3. Zmiennosc¢ predkosci sredniej w reaktorze w rejonie mieszadta;

dimp/T = 1/3 N = 5,33s™"; u, sktadowa promieniowa, Uigp = TNGimp
Fig. 3. Variation of average velocity within the mixer region in the reactor;

dimp/T = 1/3 N = 5.33s™"; u, radial component, Uy = TNdimp
Zastosowano bilans populacji wyposazony w kinetyczne rownania rozpadu
i wzrostu agregatéw do opisania ewolucji populacji agregatow komérek
roslinnych gatunku Rhodiola rosea.
Przeptyw rzeczywisty w reaktorze ma charakter posredni pomiedzy idealnym
mieszaniem a przeptywem ttokowym. Okreslenie maksymalnych i minimalnych
wartosci rozmiarow agregatdédw uzyskano dzieki wykorzystaniu skrajnych
modeli w symulowaniu proceséw zachodzgcych w bioreaktorze.
W modelu idealnie wymieszanych stref w reaktorze (wzér nr 1.) wykorzystano
fakt, ze prawdopodobienstwo przebywania agregatéw w poszczegdlnych
strefach jest proporcjonalne do utamka objetosci tych stref.

D a(aid”) = [ [x.g(d.e)lp(a, dntd,0dd - 3 [Xg(d.e )i, t) (1
d i=1 i=1

Rzeczywisty przeptyw w reaktorze uproszczono do modelu pojedynczej petli

cyrkulacyjnej ze strefami réznigcymi sie objetoscia, a takze

charakteryzujacymi sie odmiennymi warto$ciami parametréow burzliwosci,

by mozliwe byto zastosowanie modelu reaktora z przeptywem ttokowym

(wzbr nr 2).

0.003
dimp/T = 1/3 N = 8,505
® dosw.
0.002 - —idea.
E — — tlok.
ro
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Rys. 4 Zmiennos$¢ sredniej srednicy agregatéw w czasie
dosw. — wyniki doswiadczalne
idea. — model reaktora z idealnym mieszaniem
ttok. — model reaktora z przeptywem ttokowym
Fig. 4. Variation of average aggregate diameters as a function of time
dosw. — experimental results
idea. — model of rector with ideal mixing

ttok. — model of rector with piston flow
Whioski

Na podstawie poréwnania wynikéw doswiadczalnych z wynikami uzyskanymi

z modeli matematycznych (Rys. 4) stwierdzono, ze:

- dzieki wykorzystaniu pakietu CFD oraz weryfikacji tych wynikéw
za pomoca LDA, mozliwe byto zastosowanie wielostrefowych modeli
bioreaktora;

- zaproponowane modele wielostrefowe dobrze opisywaty charakter zmian
zachodzacych zjawisk.
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Evolution of vegetable cell size in bioreactor

Summary:

The work included investigations on the effects of turbulent stresses on the
aggregates of vegetable cells in suspension culture carried out in a Rushton
periodic reactor. The findings of experimental investigations and the results of
modeling the population history of vegetable cell aggregates in a bioreactor
were presented. The turbulence non-homogeneity on a macro-scale was
modelled using multi-zone models, whereas the nhon-homogeneity on a micro-
scale was modelled using a multi-fraction model. Due to the necessary long
course of calculation it is now impossible to combine directly the complex
kinetics of growth and disintegration of vegetable cell aggregates with the CFD
model, therefore, the multi-zone modeling was used for the purposes of this
experiment, and the CFD (fluent) packet was merely used to determine the
flow field and the properties of turbulence. The CFD results were verified by
LDA measurements. The proposed models well represented the evolution of
vegetable-cell aggregate size.

Key words: aggregates of vegetable cells, multi-zone modeling, CFD, balance
of population
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